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RESUMO 
 
Os linfócitos NK são linfócitos grandes granulares, de curta duração originados 
a partir da linhagem linfóide, actualmente considera-se que não apresentam rearranjos 
do gene do receptor dos linfócitos T (TCR) ou o complexo TCR-CD3 completamente 
formado e expressam os receptores CD16 e CD56 (1, 2). Estes linfócitos medeiam 
funções essenciais na imunidade inata através da destruição directa, sem estimulação 
prévia, de células infectadas por vírus e células malignas. Adicionalmente, também 
introduzem a destruição indirecta, após estimulação, através do recrutamento de outros 
elementos do sistema imunológico e da libertação de factores solúveis, como as 
citocinas e quimiocinas. Assim, os linfócitos NK participam tanto no sistema 
imunológico inato como no adaptativo e são considerados como a interface entre os dois 
sistemas (3, 4).  
Ao contrário dos linfócitos T, os linfócitos NK não apresentam um gene único 
que permita a sua definição. No entanto, apesar dos genes do TCR não serem expressos 
produtivamente, existem diversos antigénios e semelhanças funcionais partilhadas com 
os linfócitos T, sugerindo que poderão estar relacionados e mediar funções comuns. Em 
particular, foi demonstrado que para além do FcRI e CD3, os linfócitos NK humanos 
poderão expressar outras subunidades do complexo TCR-CD3, como CD3, CD3, e 
CD3 (5). 
Estas semelhanças levaram a formular a hipótese de que os linfócitos T e NK 
poderão estar relacionados e que poderão partilhar um progenitor comum.  
No seguimento destes estudos e da evidência de que, in vitro, a IL-15 induz a 
sobrevivência e diferenciação dos linfócitos T, verificada através da percentagem de 
linfócitos T CD8+ que adquiriram marcadores dos linfócitos NK (6), este trabalho teve 
como objectivo investigar a expressão do gene TCR e os rearranjos deste gene a nível 
de DNA, em linfócitos NK isolados ex vivo, de dadores saudáveis. 
Após a obtenção de linfócitos NK de elevada pureza isolados ex vivo, por 
técnicas imunomagnéticas, os resultados demonstraram a expressão de mRNA do gene 
TCR, visualizando-se, após PCR, uma banda com tamanho igual (139 pb) ao segmento 
do gene TCR, em todas as experiências realizadas (n=5). Através da sequenciação do 
segmento do gene amplificado, confirmou-se que correspondia ao segmento do cDNA 
do gene TCRβ.  
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Adicionalmente, a partir da determinação dos rearranjos do gene TCR 
verificou-se que a população de linfócitos NK isolados numa das experiências 
realizadas, aparentemente correspondia a uma população oligoclonal. 
Apesar de serem necessários mais estudos, estes resultados poderão sugerir, ao 
contrário do que é actualmente aceite, a existência do gene TCR rearranjado em 
linfócitos NK. 
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ABSTRACT 
 
NK cells are short-lived large, granular lymphocytes from the lymphocyte 
lineage, currently it is considered with absence of T-cell receptor (TCR) gene 
rearrangements or a fully assembled TCR-CD3 complex, and expression of receptors 
CD16 and CD56 (1, 2). They mediate critical functions in innate immunity by directly 
destroying virally infected and malignatly transformed cells without prior stimulation. 
In addition, they also induce indirect elimination via recruitment of other elements of 
the immune system by releasing soluble factors, such as cytokines and chemokines 
upon stimulation. Thus, NK cells take part in both innate and adaptive immunity, and 
regarded as interfaces between these two branches of systems (3, 4).  
Unlike T cells, NK cells lack a known specific gene that may allow its 
definition. Although NK cells do not express functional TCR genes, there are several 
antigenic and functional similarities to T-cells suggesting that may be related and 
mediate common functions.  In particular, it has been shown that besides FcRI and 
CD3, human NK cells may express other components of the CD3-TCR complex, such 
as CD3, CD3, and CD3 (5). 
These similarities have led to the hypothesis that NK cells may be related to T 
cells and thus may share a common progenitor. Following these studies and the 
evidence that, in vitro, IL-15 induce T cell survival and differentiation seen as a 
percentage of CD8+ T cells that acquire NK markers (6), in this study we aimed to 
investigate TCR gene expression and its rearrangements in NK cells ex vixo isolated 
from healthy controls. 
By using immunomagnetic techniques we obtained highly pure ex vivo NK cells. 
Following PCR, using TCR specific primers, we observed in five independent 
experiments that these NK cells expressed a band of 139 bp, which was the expected 
size for the constant region of the TCR. By sequencing the amplified PCR product we 
confirmed that the band corresponded to the cDNA fragment of the TCR gene. In 
addition, the DNA TCR gene rearrangement analysis of one experiment suggested an 
oligoclonal population of isolated NK cells.  Although further studies are necessary, 
these findings challenge the current concept and suggests that the TCR gene could be 
rearranged in a fraction of NK cells. 
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CAPÍTULO I. INTRODUÇÃO 
 
Hematopoiese 
Os diferentes tipos de células sanguíneas são formadas a partir das células 
estaminais hematopoiéticas (HSC). Ao longo do último século, a classificação baseou-
se sobretudo em critérios morfológicos, originando o conceito dicotómico clássico 
(Modelo Clássico), segundo o qual a família das células sanguíneas é subdividida em 
duas linhagens: a linhagem mielo-eritróide e linfóide. Assim, é geralmente aceite que as 
HSC originam progenitores para estas duas linhagens e segundo este modelo originam 
um progenitor mielóide-eritróide comum (CMEP) que produz eritrócitos, 
megacariócitos, granulócitos e monócitos/macrófagos (7) e um progenitor linfóide 
comum (CLP), que produz linfócitos T, B e NK (8). As células dendríticas são também 
de origem hematopoiética, no entanto a linhagem a que pertencem permanece 
controversa e pouco clara (9). Em 2001, Kawamoto et al propuseram um modelo 
alternativo, o modelo “myeloid-based”, em que as HSC primeiro divergem para um 
progenitor mielóide-eritróide comum (CMEP) ou para um progenitor mielóide-linfóide 
comum (CMLP), não fazendo parte deste modelo o progenitor linfóide comum (CLP). 
O CMLP origina progenitores dos linfócitos T e B através do progenitor mielóide-T e 
progenitor mielóide-B, respectivamente. Estes dois modelos são muito diferentes, uma 
vez que no modelo clássico, os progenitores dos linfócitos T e B no ponto de 
ramificação não têm qualquer potencial mielóide, enquanto no modelo “myeloid-
based”, o potencial para originar células mielóides é mantido em todos os ramos das 
linhagens eritróide, T e B (10, 11) (Figura I. 1).  
 
                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 1 - Modelos representativos da hematopoiese. A) O modelo clássico propõe que as HSC primeiro divergem 
em CMEP e CLP (CMEPs são muitas vezes referidos como progenitor mielóide comum (CMPs)). E, M, T e B 
representam os progenitores das células eritróides, mielóides, T e B, respectivamente. B) Modelo “myeloid-based” na 
primeira ramificação são formadas CMEPs e CMLPs e o potencial mielóide persiste nas ramificações para os 
linfócitos B e T, mesmo após estas linhagens terem divergido. Adaptado de Kawamoto et al, 2010 (11). 
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Linfócitos T 
Os precursores dos linfócitos T são originados na medula óssea e migram 
através da corrente sanguínea para o órgão linfóide primário, o timo, onde ocorrem 
diferentes fases de maturação (12).  
Os linfócitos T apresentam um receptor específico, o receptor das células T 
(TCR) que permite a diversidade de reconhecimento aos antigénios, podendo ser 
subdivididos em duas sub-populações, denominadas linfócitos T (TCR), que 
correspondem a 90-95% dos linfócitos T do sangue periférico e linfócitos T (TCR), 
que correspondem aos restantes 5-10% (12).
 
O reconhecimento pelo TCR de moléculas 
MHC classe-I e de MHC classe-II resulta no desenvolvimento de dois principais tipos 
de linfócitos T com diferentes características funcionais, classificados pela expressão 
dos co-receptores CD8 e CD4: os linfócitos T CD8+ (linfócitos T citotóxicos) e 
linfócitos T CD4+ (linfócitos T auxiliares) (12). Os linfócitos T auxiliares ajudam 
outras células a responder a infecções extracelulares e a desempenharem as suas 
funções, enquanto os linfócitos T citotóxicos desempenham funções efectoras mais 
directas destruindo as células infectadas por vírus ou células neoplásicas (13). 
 
Receptor dos linfócitos T 
Estrutura bioquímica 
O TCR é um heterodímero formado por uma cadeia  e uma cadeia  ou uma 
cadeia  e . Cada cadeia contém um domínio N-terminal, variável (V), um domínio 
constante (C) e também uma região transmembranar (14, 15) (Figura I. 2). 
No topo da região variável de ambas as cadeias existem três ansas (regiões 
hipervariáveis) que constituem as regiões determinantes de complementaridade ou 
CDR. A região variável da cadeia  apresenta uma ansa hipervariável adicional (HV4) 
que normalmente não contacta com o antigénio, não sendo considerada CDR. As 
regiões CDR1 e 2 fazem o contacto com a molécula do MHC, CDR1 da cadeia  
também interage com a região N-terminal do péptido antigénio, enquanto CDR1 da 
cadeia  interage com a região C-terminal. A região CDR2 reconhece o MHC (14, 15) e 
a região CDR3, que apresenta maior grau de diversidade é a principal responsável pelo 
reconhecimento do antigénio, esta região é formada pela junção dos segmentos V, D e J. 
As modificações nesta região afectam o reconhecimento do complexo péptido 
antigénio-molécula HLA.   
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O domínio constante consiste em curtas sequências de conexão em que os 
resíduos de cisteína das cadeias  e  formam pontes dissulfureto, ligando as duas 
cadeias. 
Ambas as cadeias apresentam uma região transmembranar com 21-22 
aminoácidos e carregada postivamente constituída por aminoácidos hidrofóbicos através 
dos quais a molécula está ancorada à membrana celular e promove a interacção TCR-
CD3. Por último apresentam uma curta cauda citoplasmática (terminal carboxilo) com 
5-12 aminoácidos.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 2 - Esquema representativo das cadeias α e β do TCR, composto por uma cadeia α e uma β. Cada cadeia 
apresenta uma região extracelular com dois domínios, um variável (V) e um constante (C), uma região 
transmenbranar e uma cauda citoplasmática. Adaptado de Garcia et al, 1996 (16). 
 
Genes do TCR 
Nos Humanos os genes do TCR estão localizados nos cromossomas 7 e 14. Os 
genes que codificam a cadeia TCR (TCRD) estão localizados no locus TCRα (TCRA) 
no cromossoma 14q11–12, enquanto os genes TCRβ (TCRB) e TCRγ (TCRG) estão 
localizados nas posições cromossómicas 7q32–35 e 7p15, respectivamente (17, 18) 
(Figura I. 3). Os quatro genes são constituidos pelas regiões C e V, que são unidos 
durante a ontogenia tímica através de recombinação somática (19). Assim, os domínios 
V das cadeias TCR e TCR são formados a partir dos segmentos dos genes V e J 
enquanto as cadeias TCR e TCR são formadas a partir dos segmentos V, diversidade 
(D) e J (Figura I. 3). Os múltiplos segmentos não contíguos V, D e J sofrem rearranjo 
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durante o desenvolvimento dos linfócitos T, para formar exões domínio V completos, 
que são responsáveis pelo reconhecimento do antigénio. 
O gene TCRA são formados por 70 segmentos V do gene, divididos por 41 
famílias e por, pelo menos 61 segmentos J não agrupados, dos quais 50 são genes 
funcionais, distribuídos por 800 kb a montante de apenas um único segmento C (20) 
(Figura I. 3).  
O gene TCRB é formado por aproximadamente 67 segmentos V em que 47 são 
funcionais e 19 são pseudogenes (21). As famílias TCRBV funcionais estão agrupadas 
em 23 famílias baseado em mais de 75% de sequências de nucleótidos idênticas (22). 
 Os genes dos segmentos V estão separados de 2 grupos de segmentos genes, 
cada um com: um segmento C associado com conjuntos dos segmentos J e um único 
segmento D (D1 ou D2), são conhecidos pelos agrupamentos D-J-C (Figura I. 3). 
Existem 13 genes J, designados J1S1 a J1S6 e J2S1 a J2S7 (23).   
O gene TCRG é constituído por cerca de 14 segmentos V e dois conjuntos J-C 
formados por 3 segmentos J (J1S1, J1S2 e J1S3) e 1 segmento C; e 2 segmentos J (J2S1 
e J2S3) e 1 segmento C, respectivamente (Figura I. 3). Os 14 segmentos V pertencem a 
quatro famílias, a família TCRGVI é formada por 9 membros, 5 dos quais são 
funcionais e 4 dos quais são pseudogenes e as restantes 3 famílias (II, III e IV) cada uma 
é formada por um único segmento. A diversidade das combinações geradas é muito 
limitada. A união imprecisa de V-J, juntamente com inserções nos pontos de junção são 
importantes na formação de uma maior diversidade (24, 25). 
O gene TCRD está localizado no locus do TCRA entre os segmentos dos AV e 
AJ. É rodeado por elementos de deleção TCRD, os rearranjos dos elementos de deleção 
ou rearranjos do segmento do gene AV para AJ provocam a deleção do locus do gene 
TCRD. A linhagem germinal codificada pelo locus TCRD é formada por 8 segmentos 
V, 3 segmentos D, 4 segmentos J e um único segmento C (14). TCRDV2 está 
localizado imediatamente a montante dos segmentos D e J, enquanto TCRDV3 está a 
seguir ao TCRDJ numa orientação invertida (Figura I. 3). TCRDV1 está localizado 
entre TCRAV a montante 360 kb do conjunto TCRDC, enquanto os restantes 5 genes 
TCRDV (descritos como TCRAV/DV) são também encontrados entre os genes TCRAV 
(20).  
CAPÍTULO I. INTRODUÇÃO    
 5
 
 
Figura I. 3 - Organização da linhagem germinal dos genes do TCR. Os loci TCRA, TCRB e TCRG estão localizados 
nas posições dos cromossomas 14q11–12, 7q32–35, e 7p15, respectivamente. O locus TCRD também está situado no 
cromossoma 14, no locus TCRA. As diferentes cores indicam o tipo do segmento do gene V, variável (azul escuro); 
D, diversidade (rosa); J, junção (azul claro); C, constante (amarelo). Adaptado de Hodges et al, 2003 (26). 
 
Receptor CD3 
O CD3 é a porção invariante do complexo TCR e é formado por quatro cadeias 
, ,  e  diferentes, as quais se associam formando diferentes combinações de dímeros: 
,  e . Estas subunidades são proteínas de membrana formadas por um domínio N-
terminal extracelular, um domínio transmembranar e um domínio citoplasmático C-
terminal. Os domínios extracelulares dos heterodímeros CD3δε e CD3γε têm uma 
conformação típica de domínios das imunoglobulinas (Ig), enquanto que os 
homodímeros CD3ζζ são nove resíduos de aminoácidos (27, 28, 29). Os domínios 
intracelulares de cada cadeia CD3 contêm sequências de tirosina conservadas 
denomindadas ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs), que são 
importantes na transdução do sinal (30). As cadeias CD3δ, γ, e ε contêm cada uma um 
ITAM, a cadeia CD3ζ contém três ITAMs. As regiões transmembranares das cadeias de 
CD3 contêm aminoácidos carregados negativamente, permitindo a ligação às cadeias do 
TCR. Apresenta 6 tirosinas no domínio intracelular, que são fosforiladas quando o TCR 
é activado. O segmento transmembranar é necessário tanto para expressão como para a 
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transdução do sinal. A subunidade ζ encontra-se associada a TCR, em forma de 
homodímero ζζ e com menor frequência ligado a outra proteína, designada h, que é 
codificada pelo mesmo gene do que ζ, por splicing alternativo (28, 29). 
 
Estrutura dos genes CD3 
   Nos Humanos, ambos os genes CD3γ e CD3δ estão localizados no braço longo 
do cromossoma 11 e estão separados por cerca de 1,5 kb. O gene CD3δ é constituído 
por 5 exões e o gene CD3γ por 7 exões. As ligações exão-intrão estão localizadas em 
posições homólogas dos dois genes, com excepção do gene CD3γ que contém dois 
genes adicionais. Uma característica do gene CD3δ é o elevado nível de conservação da 
sequência de nucleótidos situada 1000 bases à frente do codão de iniciação (31, 32). O 
gene CD3 é constituído por 9 exões, três dos quais são muito pequenos. Através de um 
estudo comparativo de sequência foi possível confirmar a relação destes genes com a 
superfamília das imunoglobulinas (33). 
 
Complexo TCR-CD3 
O complexo receptor dos linfócitos T TCR-CD3 é um dos receptores 
transmembranares mais complexos que foram identificados e desempenha funções 
importantes no sistema imunológico. Os sinais enviados por este receptor são 
necessários para o desenvolvimento dos linfócitos T no timo, para a indução das 
respostas imunológicas mediadas pelos linfócitos T contra agentes infecciosos e para a 
diferenciação em populações efectoras e de memória (34). 
Este complexo é formado no retículo endoplasmático através de um processo 
ordenado, impulsionado pelas interacções entre as regiões extracelulares e 
transmembranares das subunidades (35, 36), é composto pelo heterodímero TCR (ou 
) e pelos dímeros  CD3γ, CD3δ e CD3ζζ, que estão envolvidos na transdução do 
sinal (37) (Figura I. 4). Os domínios Ig do TCR e TCR são responsáveis pelo 
reconhecimento de antigénios e superantigénios (38), a região transmembranar liga o 
TCR aos dímeros CD3 (39). Os resíduos altamente conservados nas hélices 
transmembranares das cadeias TCR e CD3 foram considerados importantes para a 
formação do complexo TCRαβ-CD3 (40). Tentativas recentes para elucidar as funções 
destas interacções revelaram a estequiometria do complexo nascente (36). A cadeia 
TCRα tem dois resíduos transmembranares básicos, um interactua com os resíduos 
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ácidos transmembranares de um heterodímero CD3δε e o outro com os resíduos ácidos 
do homodímero CD3ζζ (Figuras I. 4 e 5). Esta relação espacial é importante na função e 
proporciona uma indicação acerca da orientação dos domínios transmembranares. A 
cadeia TCRβ também apresenta resíduos transmembranares básicos altamente 
conservados, que interactuam com os resíduos ácidos nas hélices transmembranares de 
um heterodímero CD3γε mas a relação entre estes resíduos com os da cadeia TCRα do 
heterodímero TCRαβ é desconhecida. A composição do complexo nascente TCRγδ-
CD3 difere do complexo TCRαβ-CD3. Os resíduos básicos transmembranares descritos 
para o TCRαβ são conservados nos domínios transmembranares das cadeias homólogas 
TCRδ e γ, respectivamente. Apesar de se prever uma composição da subunidade 
idêntica ao complexo, CD3δε está ausente no complexo TCRγδ-CD3 enquanto o CD3δ 
citoplasmático está presente (41), 2 subunidades CD3γε estão associadas com TCRγδ 
(42). Curiosamente, a composição da subunidade do complexo TCRγδ-CD3 dos 
linfócitos T γδ naive é diferente das células activadas. Nos linfócitos Tγδ, o TCR está 
associado a pelo menos duas diferentes formas glicosiladas de TCR de CD3γε e FcRγ 
está incorporado no complexo como homodímero ou heterodímero com CD3ζ (43).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 4 - Carga dos resíduos transmembranares (TM) do TCR e dímeros associados. Nos domínios TM do TCR 
estão presentes 3 resíduos básicos conservados (arginina e lisina no TCRα a azul claro e verde, respectivamente e 
lisina TCRβ), enquanto nos dímeros CD3δε, CD3γε e CD3ζζ estão presentes 6 resíduos acidos (rosa). A arginina do 
TCRα e dois resíduos ácidos do CD3ζζ estão localizados na parte superior do domínio TM, enquanto os resíduos de 
lisina do TCRα e β assim como os resíduos do CD3δε e CD3γε estão no centro. Adaptado de Call et al, 2002 (39). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 5 - Interacções entre o complexo TCR-CD3: cada um dos 3 resíduos básicos das regiões transmembranares 
interactua com os 3 dímeros de sinalização que se associam com o TCRαβ. Adaptado de Call et al, 2002 (39). 
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Internalização, reciclagem e degradação do complexo TCR-CD3 
O número de complexos TCR-CD3 é mantido em equilíbrio através da síntese, 
secreção de novos polipéptidos e da internalização, reciclagem e degradação (44). 
A activação dos linfócitos T por antigénios, anticorpos anti-TCR-CD3 ou 
activadores farmacológicos da proteína cinase C resultam num aumento da 
internalização de TCR-CD3, seguido da diminuição dos níveis de TCR-CD3 da 
superfície (44, 45).  
Em repouso o TCR é continuamente internalizado e reciclado, na superfície dos 
linfócitos T, um ciclo que é dependente dos motivos de endocitose dileucina e o motivo 
baseado em tirosina, presentes principalmente nas regiões citosólicas (46, 47, 48), que 
medeiam as interacções dos receptores com os componentes moleculares da maquinaria 
endocítica celular. O processo de internalização-reciclagem pode facilitar o rápido 
transporte dos TCR para as sinapses imunológicas via endossoma de reciclagem quando 
é encontrada a APC adequada (49). Estudos sugerem que a diminuição do TCR é 
mediada por um aumento da degradação e internalização (50, 51), enquanto outros 
indicam que é resultado do impedimento da reciclagem (52). Assim, investigadores 
defendem que após a activação dos linfócitos T a endocitose do TCR é aumentada e a 
reciclagem do TCR é reduzida, levando à diminuição do TCR na superfície da célula, o 
que ocorre, em parte devido à fosforilação de um resíduo de serina acima do motivo 
dileucina no CD3γ. O motivo dileucina liga-se a AP-2, que por sua vez recruta 
maquinaria de endocitose dependente da clatrina levando à internalização do TCR (53). 
Apesar, do motivo dileucina dependente da serina do CD3γ ser necessário para a 
diminuição do TCR induzida por forbol-éster, não é necessário para a diminuição do 
TCR induzida por anticorpos anti-CD3 ou por APCs com o pMHC apropriado. Nestes 
casos, parecem estar envolvidos outros sinais endocíticos (54). Adicionalmente Borrot 
et al, demonstraram que o CD3 também contém sinais de endocitose, podendo a 
internalização do complexo TCR-CD3 ser originada por uma ou mais cadeias de CD3, 
dependendo do tipo de estímulo de indução de internalização (55). Outros 
investigadores descreveram que a ligação TCR induz a separação física da cadeia CD3ζ 
do restante complexo TCR-CD3. Enquanto CD3ζ permanece na superfície da célula, o 
complexo TCRαβCD3εγεδ é internalizado. Tendo sido demonstrado que o CD3ζ é 
necessário para a manutenção da expressão do TCR estável na superfície (56). Segundo 
alguns estudos, existe uma relação dinâmica entre esta subunidade e o restante 
complexo TCR-CD3, podendo apenas o CD3ζ ser transportado para o complexo de 
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Golgi e ser substituído na superfície por outros recém formados (57). Assim foi 
proposto um mecanismo molecular de diminuição que ocorre em dois estádios: primeiro 
a ligação do TCR induz a separação do CD3ζ do restante complexo, e segundo, parte 
deste complexo revela motivos que são reconhecidos pela maquinaria vesicular 
intracelular e são retidos e/ou redireccionados para degradação. A ligação origina uma 
prevenção intracelular da reciclagem do TCR e não a indução da internalização do TCR. 
A contribuição destes motivos para a reciclagem e diminuição ainda não foi 
determinada. Mantêm-se pouco claros os mecanismos subjacentes à diminuição do 
TCR, assim como se é necessária para a activação dos linfócitos T, uma vez que 
segundo alguns investigadores a internalização é praticamente igual com e sem ligação 
do complexo ao pMHC, no entanto elevadas doses de pMHC demonstraram um 
pequeno aumento da internalização, mas que não explica a perda substancial do TCR da 
superfície. Parece pouco provável que a internalização seja um pré-requisito para a 
transdução de sinal e activação dos linfócitos T (58), sugerindo que a rápida 
internalização é requerida para direccionar uma série de sinais que facilitam a libertação 
do pMHC dos complexos TCR (59). Acreditando-se que a função da diminuição é 
proteger os linfócitos T da sobre-estimulação (60). Seja qual for o caso, a degradação do 
TCR parece ocorrer através de mecanismos dependentes dos lisossomas e do 
proteossoma (59, 61). A contribuição da sinalização do TCR para a internalização e 
diminuição também ainda não é conhecido, alguns estudos sugerem é dependente da 
proteína tirosina cinase (PTK), que em última instância, resulta na degradação do TCR 
(59, 62). No entanto, noutros estudos, inibidores de PTK não afectam a diminuição (63, 
64). Estudando linfócitos T que expressam dois TCR distintos, investigadores 
concluíram que apenas ocorre diminuição dos TCR activados pelo pMHC apropriado 
(65, 66). Por outro lado, estudos demonstraram que os TCR ligados a antigénios, 
superantigénios ou anticorpos anti-TCR não originaram apenas a diminuição dos TCR 
directamente activados, como também provocaram a co-modulação de parte dos TCR 
não ligados (67, 68). Alárcon et al demonstraram que TCR não ligados são modulados 
por um mecanismo que necessita da activação da proteína cinase C pelo TCR ligado 
(69). Mais recentemente, estudos sugerem que a modulação de um TCR não ligado é 
altamente dependente da proteína cinase C e do motivo dileucina endocitose do CD3γ, 
ao contrário da internalização do TCR ligado que é PTK-independente (67). Alarcon et 
al investigaram os mecanismos que medeiam a internalização dos TCR ligados e co-
modulados e descobriram que apesar de TCR não ligados serem internalizados por um 
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processo dependente de clatrina, a internalização do TCR ligado é dependente de lípidos 
(68). A diminuição do TCR é um processo muito complexo que envolve tanto os TCR 
que estão directamente envolvidos na ligação como os que não estão, sendo 
aparentemente internalizados através de vias endocíticas distintas.   
 
Diferenciação dos Linfócitos T 
A diferenciação e maturação dos linfócitos T no timo é um processo complexo e 
muito controlado que se inicia com a migração das células progenitoras derivadas da 
medula óssea e termina com a formação de linfócitos T capazes de reconhecer 
antigénios no contexto de moléculas codificadas por genes do complexo MHC (63). 
Para manutenção da produção e desenvolvimento dos linfócitos T é necessária a entrada 
contínua no timo de progenitores hematopoiéticos, através da junção corticomedular 
(69, 70). Alguns dos descendentes dessas células ocupam a zona cortical perimedular 
durante um prolongado período de tempo, antes de migrarem para a zona subcapsular 
(71) onde ocorre a proliferação substancial (72, 73). À medida que ocorre a maturação 
procedem do córtex para a medula. As células epiteliais, células dendríticas, fibroblastos 
e outros tipos celulares proporcionam diversos factores de crescimento e outras 
moléculas essenciais para o desenvolvimento dos linfócitos T, incluindo IL-7 (Figura I. 
6). A sinalização de Notch também é essencial durante o desenvolvimento intratímico, 
nomeadamente diferenciação das linhagens B e T. Estudos demonstraram que a inibição 
de Notch1 em progenitores hematopoiéticos resulta no desenvolvimento de linfócitos B 
no timo (74). Recentemente foi demonstrado que o protoncogene LRF reprime a 
expressão de Notch1. A supressão de LRF resultou no desenvolvimento na medula 
óssea de linfócitos T aberrantes e diminuição dos progenitores iniciais de linfócitos B 
(75). Notch e IL-7 cooperam na proliferação das células e supressão da linhagem não-T, 
que permitirá a progressão dos linfócitos T após interacção com o microambiente 
estromal (76). Diversos estudos também associam a via de sinalização Notch a eventos 
de diferenciação ocorridos após o comprometimento da linhagem T, incluindo a 
regulação do rearranjo do gene TCRβ e decisões de linhagem αβ versus γδ, ou CD4 
versus CD8 (77). A diferenciação dos linfócitos T no timo é fenotipicamente distinguida 
pela expressão dos co-receptores CD4 e CD8, podendo ser duplos negativos (DN, CD4-
CD8-), duplos positivos (DP, CD4+CD8+) ou simples positivos (SP, CD4+CD8- ou 
CD4-CD8+). Os timócitos DN podem originar linfócitos T que expressam  ou  
(78) (Figura I. 6). Os timócitos DP são as primeiras células na via de desenvolvimento a 
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expressar o TCR na superfície. A sinalização mediada pela interacção do TCR com 
péptido-MHC determina o destino do seu desenvolvimento. Quatro processos diferentes 
caracterizam esta selecção: apoptose (morte por negligência), selecção negativa, 
selecção positiva e desenvolvimento linhagem específica (78,79). Maioria dos timócitos 
DP (~90%) expressam TCR mas a interacção entre os complexos MHC-péptido próprio 
é tão fraca que os sinais intracelulares necessários para a manutenção da viabilidade não 
são gerados, levando à morte por negligência. Numa pequena fracção de linfócitos T 
imaturos (~5%) os TCR ligam-se muito bem aos ligandos-próprios, se deixarem o timo, 
estes linfócitos podem provocar doenças autoimunes. A sinalização da ligação destes 
TCR com ligandos MHC-péptidos promove a morte rápida por apoptose (selecção 
negativa). As células que expressam TCR, reconhecem ligandos-próprios e geram sinais 
que têm intensidade intermédia relativamente aos que resultam em negligência ou 
selecção negativa, iniciam um processo conhecido como selecção positiva, que resulta 
na diferenciação em linfócitos maduros CD4+ ou CD8+ (figura I. 6) (13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 6 - Progenitores linfóides comprometidos surgem na medula óssea e migram para o timo. Inicialmente não 
expressam TCR, nem CD4 e CD8 (DN; duplos negativos). Os timócitos DN diferenciam-se na região subcapsular do 
timo e podem ser subdivididos em 4 estádios: DN1, CD44+CD25-; DN2, CD44+CD25+; DN3, CD44-CD25+ e DN4, 
CD44-CD25-. No estádio DP (duplo positivo) interagem com células epiteliais corticais que expressam uma elevada 
densidade de moléculas MHC classe-I e -II associadas a péptidos-próprios. O destino dos timócitos DP depende da 
sinalização mediada pela interacção do TCR com estes ligandos MHC-péptidos próprios. Uma fraca sinalização 
resulta em apoptose. Sinalização muito forte promove apoptose aguda (selecção negativa). O nível intermediário de 
sinalização inicia a maturação efectiva (selecção positiva). Os timócitos que expressam TCR que se ligam a 
complexos péptidos-MHC classe-I tornam-se linfócitos T CD8+, enquando os que expressam TCR e que se ligam 
péptidos-MHC-II tornam-se linfócitos T CD4+; estas células estão prontas para migrarem da medula para os órgãos 
linfóides periféricos. Adaptado de Germain et al, 2002 (13). 
CAPÍTULO I. INTRODUÇÃO    
 12
Os timócitos DP são os únicos na linhagem de linfócitos T que expressam ambos 
os co-receptores CD4 e CD8. Estas proteínas transmembranares apresentam domínios 
extracelulares que promovem a ligação do TCR aos ligandos do MHC (ligam-se 
especificamente a determinantes invariantes nas moléculas MHC classe-II e classe-I, 
respectivamente) e domínios intracelulares a que aumentam a transdução do sinal TCR, 
estes domínios intracelulares associam-se à proteína não receptora tirosina cinase LCK, 
que inicia a transdução do sinal TCR quando enzimaticamente activada (80, 81, 82).  
A especificidade de TCR para MHC durante a selecção positiva está associada, 
entre outros factores, à diferenciação selectiva para linhagem CD4 ou CD8, 
nomeadamente o reconhecimento de moléculas MHC classe-I ou classe-II, que 
promovem o comprometimento para a linhagem CD8 ou CD4, tornando-se linfócitos T 
CD4+ ou CD8+ simples positivos (SP) (68).  
Os 1% de timócitos que transitam com sucesso a selecção positiva e negativa 
sofrem maturação adicional que promove a saída regulada do timo. Após a maturação 
na periferia linfóide, estes juntam-se aos linfócitos T maduros. A indução da tolerância 
própria entre quaisquer linfócitos T reactivos continua na periferia linfóide por vários 
meios, inclusive através da actividade dos linfócitos T reguladores (83).  
A população de linfócitos T maduros periféricos recircula do sangue para a linfa 
e volta novamente, para o baço e nódulos linfáticos, procurando invasores. Este é um 
processo cuidadosamente controlado, regulado pela expressão de receptores nos 
linfócitos e pela expressão ou formação de adressinas pelos elementos estromais (84, 
85). 
  
Rearranjo do gene TCR: exemplo TCR 
Os linfócitos T maduros são caracterizados pela capacidade do TCR reconhecer 
péptidos específicos apresentados pelas moléculas MHC classe-I ou classe-II. Para 
responder a qualquer antigénio particular, a população de linfócitos T periféricos deve 
ser muito diversa. Esta heterogeneidade é originada durante a diferenciação dos 
linfócitos T no timo (86). 
Durante a maturação das cadeias  (e ) dos linfócitos T, a justaposição de 
vários segmentos de genes origina a formação das cadeias TCR e TCR ou TCR e 
TCR.  
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A recombinação dos segmentos V(D)J do TCR é iniciada pelo reconhecimento 
das sequências sinal de recombinação (RSSs) que flaqueiam os segmentos codificantes. 
As RSSs consistem em sequências de heptâmeros (CACAGTG) e nonâmeros 
(ACAAAAACC ou GGTTTTTGT) separados por sequências menos conservadas de 12 
ou 23 pb. Durante a maturação, os linfócitos pré-T expressam transitoriamente os genes 
RAG1 e RAG2 para fundir os segmentos V, (D) e J (122). As RAG-1 e RAG-2 
cooperam no reconhecimento de RSSs, que actuam como local de reconhecimento para 
a recombinação VDJ e marcam os pontos onde ocorre a recombinação somática. A 
recombinação apenas ocorre nos segmentos de gene flanqueados pelos diferentes 
espaçadores (regra 12-23) (87). Assim, os segmentos do gene V flanqueados a 3´ por 
um espaçador de 23 pb pode recombinar com segmentos D ou directamente com 
segmentos J, cada um deles flanqueado a 5´ por um espaçador de 12 pb. O rearranjo do 
TCRB e TCRD é um processo em dois passos, em que o segmento D primeiro 
recombina-se com o segmento J e depois o segmento V recombina-se com D-J (Figura 
I. 7). Como os genes TCRA e TCRG não apresentam o segmento D, nestas duas cadeias 
apenas ocorre a recombinação V-J.  
A fusão entre segmentos distintos V, (D) e J, assim como as diferentes 
combinações de junção dos segmentos, originam uma vasta variedade de sequências de 
nucleótidos da cadeia TCR. A presença de polimorfismos nos segmentos génicos da 
linhagem germinal que codificam o domínio variável do TCR também contibui para a 
elevada diversidade.  
A recombinação entre os segmentos pode ser feita com deleção ou inversão, com 
formação da “junção codificante” e “junção sinal”. Uma maior diversidade também é 
conseguida pela adição de nucleótidos N e P não codificados na linhagem germinal, na 
região de junção durante o desenvolvimento dos linfócitos T. A deoxinucleotido 
transferase terminal incorpora aleatoriamente deoxinucleótidos na junção codificante 
dos segmentos durante o rearranjo (nucleótidos N) (88). Além disso, a estrutura em laço 
resultante do início da quebra da dsDNA será clivado, levando a formação de 
extremidades coesivas, que resultarão na inserção de sequências palindrómicas 
(nucleótidos P) entre os segmentos rearranjados.  
A junção das regiões V(D)J codificam o CDR3 hipervariável (84). Os CDRs 
(CDR1 e CDR2 nos genes V e CDR3 na junção V(D)J) são regiões com elevada 
variabilidade, são o local de ligação do antigénio, com o CDR3 posicionado no centro 
do local de ligação do antigénio para o contacto directo com o MHC-péptido.  
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A diversidade é também originada pela combinação das cadeias individuais 
TCR e TCR ou TCR e TCR, estimando que desta forma poderão ser produzidos 
1015 diferentes TCR (87).  
Quando ocorre a recombinação dos segmentos V(D)J, ou seja, um rearranjo 
produtivo, há a expressão de uma cadeia  na superfície da célula. Isto resulta em sinais 
de regulação negativos para o interior da célula que previnem outros rearranjos V(D)J, 
por um mecanismo chamado de exclusão alélica, o qual garante que um clone de 
linfócitos T expresse uma única cadeia  na superfície celular (89). Acredita-se que a 
exclusão alélica ocorra devido a mudanças na acessibilidade dos segmentos génicos V. 
No rearranjo da cadeia  não há a participação de mecanismos de exclusão alélica, ou 
seja, pode haver a expressão de mais de uma cadeia  na superfície celular, devido, 
provavelmente, ao grande número de segmentos génicos V e J e também devido à 
ausência de segmentos de diversidade (D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 7 - Rearranjo do gene TCRB. A RAG medeia a recombinação do locus TCRB, num processo de 2 passos, 
em que o segmento diversidade (D) primeiro recombina-se com o segmento junção (J), seguido da recombinação do 
segmento variável (V) com o bloco DJ. Adaptado de Hodges et al, 2003 (26).  
 
Linfócitos T maduros 
Como consequência da selecção tímica, mais de 98% dos timócitos morrem 
durante a maturação. Os linfócitos T que sobrevivem deixam o timo e formam o 
reportório de linfócitos T periférico, caracterizado pela expressão de diversos receptores 
na superfície (13, 90, 91). O receptor dos linfócitos T, conforme referido, confere ao 
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linfócito especificidade no reconhecimento dos antigénios (92). Um pequeno grupo de 
linfócitos T periféricos apresenta um TCR alternativo que é composto por cadeias  e , 
os linfócitos T. Estes linfócitos aparentemente reconhecem antigénios directamente, 
não necessitam da apresentação pelas MHC ou outras moléculas e não dependem do 
processamento dos antigénios. A diversidade do TCR é limitada, sugerindo que os 
ligandos para o TCR são conservados e invariantes.  
A expressão dos co-receptores CD4 e CD8 é exclusiva de linfócitos T pós-
tímicos maduros, os quais ligam-se, respectivamente, a locais invariantes de MHC 
classe-II ou -I das células apresentadoras de antigénios (APCs), estabilizando o 
complexo MHC-péptido-TCR durante a activação dos linfócitos T (91). Os domínios 
citoplasmáticos de CD4 e CD8 estão constitutivamente associados à cinase tirosina 
p56lck da família src a qual fosforila os motivos de reconhecimento no complexo CD3 
(ITAM), promovendo a activação de linfócitos T. 
Os linfócitos T CD4+ funcionam como reguladores de outras células do sistema 
imunitário através da secreção de citocinas ou através do contacto directo célula-célula, 
pelo que, são denominados T helper (Th). Os linfócitos T CD8+ eliminam células-alvo 
infectadas, sendo por isso denominados linfócitos T citotóxicos. Os linfócitos T CD4+ e 
CD8+ recirculam do sangue periféricos para os órgãos linfóides secundários à procura 
de antigénios.  
Os linfócitos T que emergem do timo são naive, ou seja, nunca estiveram em 
contacto com antigénios-específicos. Em Humanos, estes linfócitos são caracterizadas 
fenotipicamente pela expressão da isoforma CD45, denominada CD45RA (93), 
normalmente a recirculação é limitida ao sangue e aos tecidos linfóides secundários, no 
entanto, em algumas doenças autoimunes poderão acumular-se cronicamente nos 
tecidos inflamados. Quando activados, proliferam e diferenciam-se em células efectoras 
especializadas. A diferenciação é caracterizada por diversas alterações fenotípicas e 
funcionais, como alterações na capacidade migratória, na sobrevida, e na secreção de 
citocinas efectoras (ex. IL-4 e IFN-). A maioria dos linfócitos T naive activados 
tornam-se células efectoras de curta duração, no entanto alguns poderão fazer parte dos 
linfócitos T de memória de longa duração. Estes linfócitos podem ser caracterizados 
pela expressão da isoforma, CD45, denominada CD45RO, respondem rapidamente a 
antigénios e apresentam diversas funções efectoras (93).   
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Durante a estimulação dos linfócitos T, o reconhecimento do complexo péptido-
MHC pelo TCR induz o agrupamento do TCR e de outros receptores da superfície, é 
activada uma cascata de sinalização que resulta em alterações transcripcionais dos 
linfócitos T.  
A activação dos linfócitos T naive depende de um segundo sinal, que geralmente 
é fornecido pelas APCs nos órgãos linfóides secundários. Diversos trabalhos 
demonstraram que a glicoproteína CD28 de 44 kDa é a principal molécula co-
estimulatória envolvida na activação (94).  
Ao contrário dos linfócitos T naive, os linfócitos T de memória não necessitam 
da coestimulação para a activação e o antigénio específico pode ser apresentado por 
APCs não profissionais (94). 
 
Linfócitos NK 
Os linfócitos “natural killers” (NK) são células linfóides que não necessitam de 
imunização ou pré-activação, reconhecem e eliminam células-alvo através da produção 
de quimiocinas e citocinas.  
Apesar de serem tradicionalmente classificados como células do sistema 
imunitário inato, são funcional, morfológica e fenotipicamente similares aos linfócitos T 
e são frequentemente descritos como linfócitos grandes granulares (95). 
A actividade dos linfócitos NK ocorre de forma antigénio não-específica, 
mediada por diferentes receptores de superfície inibidores e activadores.  
Através de citometria, os investigadores estabeleceram que os linfócitos 
humanos NK, no sangue periférico, podem ser identificados pela inexistência da 
expressão na superfície de antigénios específicos de outras linhagens, incluindo CD3 
(linfócitos T), CD14 (monócitos e macrófagos) e CD19 (linfócitos B) e pela expressão 
positiva de CD56 (96).  
Actualmente, a função de CD56 ainda é desconhecida e a maioria, senão todos, 
os linfócitos NK no sangue periférico, expressam CD56. Assim, os linfócitos NK 
humanos, são geralmente identificados pelo fenótipo CD3- CD56+. 
 
Receptores de NK 
A reactividade dos linfócitos NK é controlada pelo balanço da activação 
regulatória e moléculas de superfície inibidoras que interagem com moléculas HLA 
específicas, na superfície das células-alvo.  
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Os genes que codificam os receptores NK podem ser divididos em complexo de 
receptores de leucócitos (LCR) e complexo natural kiler (NKC). O LCR está localizado 
no cromossoma 19q13.4 e codifica os membros da superfamília imunoglobulina (IgSF), 
enquanto NKC encontra-se no cromossoma 12p13.1 e codifica as proteínas 
transmembranares tipo II, moléculas aparentadas à lectina tipo-C (família CD94 e 
NKG2) (97).  
Os receptores da família aparentada à lectina tipo-C encontram-se no 
cromossoma 12, são heterodímeros formados por uma subunidade CD94 
covalentemente ligada a diferentes cadeias codificadas pelo gene da família da NKG2 
aparentada à lectina tipo-C (98, 99, 100). O CD94 é produto de um gene não 
polimórfico e não apresenta domínio citoplasmático, para a transdução de sinais (101). 
Os domínios extracelulares e citoplasmáticos das moléculas NKG2 são estruturalmente 
diversos, apresentando diferenças no reconhecimento do ligando e na transdução do 
sinal (102, 103). Actualmente estão bem caracterizados os membros da família 
NKG2/CD94 inibitórios (NKG2A, NKG2B) e activadores (NKG2C, NKG2E) (104). O 
complexo CD94/NKG2A liga-se a moléculas não clássicas MHC classe-I HLA-E (105) 
Esta molécula liga-se a péptidos líder derivados de HLA-A, HLA-B, HLA-C, e HLA-G, 
assim, CD94/NKG2A monitoriza a expressão das moléculas HLA classe-I na superfície 
das células (106). As moléculas NKG2A e B apresentam grupos de ITIM 
(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) que actuam como inibidores (107, 
108, 109), enquanto NKG2C, NKG2D, e NKG2E não apresentam ITIMs e transmitem 
sinais de activação (110, 111) (Figura I. 8). A molécula NKG2C está associado à DAP-
12 (DNA-activating protein) e a ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activating 
motif) que fornece sinais de activação celular (110) (Figura I. 8). A molécula NKG2D 
não se associa a CD94, o domínio intracelular não tem motivos de sinalização e requer a 
associação à subunidade DAP-10, que apesar de não apresentar ITAMs contém um 
local de ligação para recrutamento da fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K), necessária para 
a transdução do sinal (107, 108) (Figura I. 8). A molécula NKG2E é semelhante a 
NKG2C, no domínio citoplasmático (112), que permite a associação com proteína 
DAP-12 (113). Aparentemente, NKG2F pode regular a activação através da competição 
com os outros receptores como NKG2C e NKG2E pela DPA-12. No entanto a exacta 
função ainda não é conhecida (113). 
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Figura I. 8 - Receptores activadores e inibidores da família aparentada à lectina tipo-C. Os receptores da família 
aparentada à lectina tipo-C são formados por heterodímeros das famílias CD94 e membros da família NKG2 
inibitórios (NKG2A) e activadores (NKG2C), ligados por pontes dissulfito e que reconhecem a molécula MHC 
classe-I não clássicas HLA-E. NKG2A contém ITIMs que transmitem sinais através de SHP-1/2 e medeiam sinais 
inibitórios. O NKG2C apresenta um domínio transmembranar carregado positivamente que interage com DAP-12 e 
transmite sinais activadores através de membros da família Syk. O NKG2D é o único membro da família NKG2 que 
não se associa a CD94, liga-se a ligandos MHC-like como da família MICA, MICB e ULBP, através do seu domínio 
transmembranar carregado positivamente. NKG2D associa-se à molécula DAP-10 que contém motivos YXNK para 
ligar-se à cinase PI3-k e enviar sinais activadores. Adaptado de Farag et al, 2002 (114). 
 
Os receptores KIRs estão localizados na região complexo de receptores de 
leucócitos no cromossoma 19p13.4 e pertencem à IgSF. Estes receptores reconhecem 
especificamente HLA-A, HLA-B, e HLA-C e produzem sinais estimuladores e 
inibidores, dependendo da sequência do seu domínio intracelular. Os KIRs inibitórios e 
activadores têm domínios extracelulares semelhantes, consequentemente, ligam-se a 
ligandos semelhantes. Estes receptores apresentam uma cadeia simples com dois ou três 
domínios semelhantes às imunoglobulinas (KIR2D ou KIR3D, respectivamente), e 
podem ser subdivididos KIR com caudas citoplasmáticas longas (i.e., KIR2DL e 
KIR3DL) ou com caudas citoplasmáticas curtas (KIR2DS and KIR3DS). KIRs com 
caudas citoplasmáticas longas geram um sinal inibitório, enquanto com caudas 
citoplasmáticas curtas geram um sinal de activação. Os receptores inibitórios 
apresentam ITIMs no domínio citoplasmático. Após a ligação, estes ITIMs tornam-se 
fosforilados nos resíduos de tirosina, através da família das cinases src, permitindo o 
recrutamento das tirosinas fosfatases SHP-1 (e possivelmente SHP-2). A SHP-1 é capaz 
de desfosforilar múltiplos alvos na via de activação ITAM, mediando o sinal negativo. 
Ao contrário dos receptores inibitórios, os receptores activadores apresentam cauda 
curta e emitem sinais activadores, através da associação com proteínas adaptadoras. 
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Quando activados os KIRs estão ligados, a família cinase src fosforila o ITAM que 
contém a molécula adaptadora que, por sua vez, liga-se e activa a família das tirosinas 
cinases Syk que desencadeia uma cascata de activação (Figura I. 9). Os KIRs inibitórios 
têm maior afinidade para os ligandos MHC classe-I e a co-ligação de ambos os 
receptores activadores e inibidores resultam numa rede de sinais negativos seguido da 
não-activação dos programas funcionais dos linfócitos NK (ex: citotoxicidade) (108, 
115). 
Outro grupo de receptores inibitórios que pertence à IgSF é constituído pelos 
receptores ILTs, também conhecido por LILRs. As moléculas de superfície ILT são 
codificadas por genes localizados no cromossoma 19 e constituem uma família de 
receptores de activação e inibição, são principalmente expressas em células mielóides, 
dendríticas e linfócitos B. O ILT1 (LIR7) é um receptor expresso em células mielóides e 
linfóides mas que não apresenta ITIMs, ILT2 é expresso em linfócitos NK e interage 
directamente com um largo espectro de moléculas HLA classe-I (117, 118).   
                            
 
Figura I. 9 - Receptores KIR inibição e activação. Os receptores KIR apresentam 2 ou 3 domínios imunoglobulina 
(2D ou 3D) e uma longa cauda citoplasmática (L), com motivos ITIM ou uma curta cauda citoplasmática (s) e um 
domínio transmembranar carregado positivamente que interage com ITAM que contém a molécula adaptadora DAP-
12. Quando o KIR inibitório se liga ao seu ligando HLA, as cinases da família Src fosforilam o ITIM, permitindo a 
ligação das fosfatases de tirosina SHP-1 (e possivelmente SHP-2) através dos domínios SH2. SHP-1 pode 
desfosforilar múltiplos alvos através da via activadora ITAM, mediando os sinais negativos. Pelo contrário, quando 
os KIR activadores estão ligados, as família das cinases src fosforila os ITAM que contêm a molécula adaptadora 
DAP-12, que por sua vez sse liga e activa as cinases da família da tirosina Syk, desencadeando a cascata de activação. 
Dado que os KIRs inibitórios apresentam elevada afinidade para os ligandos MHC classe-I, a coligação entre 
receptores de activação e de inibição resulta numa rede de sinais negativos e não há activação dos linfócitos NK (não 
há citortoxicidade, nem secreção de citocinas). Adaptado de Farag et al, 2002 (114). 
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Apesar dos receptores KIRs e CD94/NKG2 serem importantes na mediação da 
citotoxicidade dos linfócitos NK contra péptidos apresentados por MHC classe-I, foram 
reportados receptores de activação sem especificidade aparente para estas moléculas 
(apesar de muitos actuarem como co-activadores e não como estimuladores directos).  
Nos Humanos, um grupo de receptores denominados receptor de citotoxicidade 
NK (NCR) (119, 120) e o NKG2D foram descritos como sendo importantes no 
reconhecimento de células tumorais MHC-independentes. Foram identificados 3 NCRs: 
NKp46, NKp44 e NKp30. Os NKp46 e NKp30 são expressos constitutivamente em 
todos os linfócitos NK do sangue periférico e apesar de inicialmente serem descritos 
como restritos dos linfócitos NK, foi demonstrado também podem ser expressos em 
linfócitos NKT após estimulação com IL-15 (6, 119, 120). O NKp44 pode ser detectado 
em linfócitos T e não é expresso em linfócitos NK não activados mas a expressão 
aumenta após estimulação com IL-12 (121), podendo ser importante para a 
citotoxicidade (122). Estes receptores transmitem sinais através da ligação a ITAMs que 
contêm CD3 e/ou FcRI e estão envolvidos no reconhecimento de diversas células 
tumorais, apesar dos ligandos ainda não serem totalmente conhecidos.    
 
Identificação fenotípica linfócitos NK 
Os linfócitos NK podem ser subdivididos em 2 populações, baseado nos níveis 
de expressão de CD56: os que expressam elevados níveis, os CD56bright e os que 
expressam níveis reduzidos, os CD56dim (123).  
Os linfócitos NK CD56dim expressam elevados níveis de CD16. Esta população 
representa cerca de 90% dos linfócitos NK do sangue periférico e são potentes células 
efectoras citolíticas. Os linfócitos NK CD56dim CD16bright, não activados expressam 
receptores com afinidade intermédia para a IL-2 e IL-15 e a proliferação in vitro é fraca, 
mesmo com elevadas doses de IL-2. Estas citocinas aumentam a capacidade dos 
linfócitos destruírem células-alvo dependentes de anticorpos. Pelo contrário, linfócitos 
NK CD56bright, que representam a população minoritária no sangue, não expressam 
CD16 e não são células com potencial citolítico. No entanto, quando activadas, estas 
células secretam grandes quantidades de diversas citocinas, como IFN-, TNF-, TNF-
 e IL-10, apresentando citotoxicidade igual ou superior aos linfócitos NK CD56dim. 
Ao contrário dos linfócitos NK CD56dim, os CD56bright expressam receptores com 
elevada afinidade para IL-2 e expandem-se em resposta a baixas doses de IL-2, in vitro 
e in vivo (124, 125). As diferentes características fenotípicas sugerem que estas duas 
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populações apresentam diferentes funções in vivo. Enquanto os linfócitos NK CD56dim 
aparentemente são células efectoras citolícas, CD56bright parecem ter funções 
reguladoras, estas funções reguladoras são mediadas pela secreção de citocinas, como 
resposta a diversos estímulos (126). 
A citotoxicidade e a expressão dos antigénios CD16 e CD56 são características 
adquiridas pelos linfócitos NK, no seu último estádio de diferenciação. Enquanto que o 
antigénio CD16 nem sempre está presente nos linfócitos NK diferenciados, o antigénio 
CD56 constitui um marcador imunológico importante destas células.  
Os linfócitos NK CD56bright não activados são grandes células agranulares, 
que expressam elevados níveis de CD94/NKG2 da família aparentada à lectina tipo-C e 
apenas uma pequena fracção expressa receptores KIR (18). Por outro lado, os linfócitos 
NK CD56dim apresentam abundância de grânulos citolíticos no citoplasma e elevada 
expressão de ambos os receptores da família aparentada à lectina tipo-C e KIR (127). 
  
Estrutura CD56 
A molécula de CD56 humana, também conhecida como NCAM-1 (neural cell 
adhesion molecule – 1), pode surgir sob três formas, com diferentes pesos moleculares: 
180 kDa, 140 kDa e 120 kDa. Cada uma destas proteínas é expressa preferencialmente 
em determinados tecidos e estádios do desenvolvimento embrionário (128). No tecido 
neural são expressas as isoformas de 180 e 140 kDa, no tecido muscular apenas é 
expressa a isoforma de 120 kDa e no tecido hematopoiético é expressa exclusivamente a 
isoforma de 140 kDa (129).  
Nos tecidos hematopoiéticos normais, a NCAM-1 é expressa 
predominantemente nos linfócitos NK, mas também em cerca de 5% dos linfócitos T do 
sangue periférico (130). 
As diversas isoformas diferem também nos domínios intracelulares e na 
associação à membrana (Figura I. 10). A isoforma transmembranar NCAM-A apresenta 
um peso molecular de aproximadamente 180 kDa, tem uma longa cauda citoplasmática, 
é uma proteína integral e por isso relativamente móvel na membrana citoplasmática. A 
NCAM-B tem o peso molecular de cerca de 140 kDa, apresenta pequena cauda 
citoplasmática, é também uma proteína integral e móvel na membrana. A parte 
citoplasmática destas duas proteínas (180 kDa e 140 kDa) permite a interacção com 
moléculas do citoplasma e a modulação por fosforilação de serinas e treoninas (130). A 
isoforma NCAM-C apresenta um peso molecular de aproximadamente 120 kDa e está 
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ancorada à membrana apenas através de fosfatidilinisitol glicano, sendo a mais móvel 
de todas as isoformas (130) (Figura I. 10). 
A porção extracelular de todas as isoformas contém cinco segmentos contíguos e 
apresentam uma sequência homóloga entre si, que é também comum aos membros 
pertencentes à família das imunoglobulinas e dois segmentos homólogos à fibronectina 
tipo III (F3) (Figura I. 10). O domínio extracelular contém ainda seis locais onde pode 
ocorrer a N-glicosilação (o grau de glicosilação depende do tipo de célula a que 
pertence a NCAM-1) e um local de ligação ao ácido polissiálico (PSA), localizado no 
último domínio homólogo (Ig5) (128, 129).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 10 - A NCAM-1 apresenta três isoformas: NCAM120, NCAM140, NCAM180. NCAM-A tem um peso 
molecular de cerca 180 kDa, apresenta uma longa cauda citoplasmática. A NCAM-B com peso molecular de cerca de 
140 kDa tem pequena cauda citoplasmática. A isoforma NCAM-C apresenta um peso molecular de aproximadamente 
120 kDa e está ancorada à membrana apenas através de fosfatidilinisitol glicano (GPI). As três isoformas apresentam 
uma região extracelular com cinco segmentos contíguos, com sequências homóloga entre si, comum aos membros 
pertencentes à família das imunoglobulinas e dois segmentos homólogos à fibronectina tipo III. 
 
Gene CD56 
No mínimo o gene do CD56 pode originar três mRNAs de 6,8 a 7,2 kb, de 6,2 
kb e 4,2 kb que codificam respectivamente os polipéptidos de 180 kDa, 140 kDa e 120 
kDa. Este gene está localizado na porção distal do braço longo do cromossoma 11, na 
banda q23.1, apresenta 19 exões major e 6 exões mais pequenos (131, 132). As porções 
Ig e G3 são codificadas pelos exões 1-14. As isoformas transmembranares, NCAM-A e 
NCAM-B são, adicionalmente codificadas pelos exões 16-19 e exões 16, 17 e 19, 
respectivamente, que correspondem às regiões transmembranares e às caudas 
citoplasmáticas, com diferentes comprimentos. A isoforma NCAM-C é apenas 
codificada pelo exão 15 que corresponde ao GPI (Figura I. 11). As três isoformas major 
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podem apresentar sequências codificadas por um exão de 30 pares de bases, VASE 
(Variable Alternatively Spliced Exon).  
O NCAM apresenta modificações pós-tradução, sendo que, a mais significativa 
é a adição de cadeias longas de PSA na porção 5 de Ig (128, 129).  
 
        
 
 
Figura I. 11 - Representação esquemática do gene CD56 humano que codifica as três isoformas: 120 kDa, 140 kDa e 
160 kDa. Ig I-V representa os domínios com homólogos às imunoglobulinas, F3-I e F3-II correspondem aos 
domínios homólogos à fibronectina tipo III, TM são os domínios transmembranares e C representa os genes que 
codificam as caudas citoplasmáticas. Adaptado de Gattenlöhner et al, 2009 (133). 
 
Função do receptor CD56 
Originalmente o receptor CD56 foi caracterizado como mediador de adesão 
célula-célula e célula-matriz, de natureza homofílica ou heterofílica, regulando o 
contacto membrana-membrana necessário para iniciar interacções específicas entre 
moléculas, actualmente também é considerado um receptor de sinalização com 
influência na adesão celular, migração, proliferação, apoptose, diferenciação, 
sobrevivência e plasticidade sináptica (133).  
Fisiologicamente, é expresso abundantemente durante o desenvolvimento 
embrionário, sendo importante na formação de estruturas celulares e na fixação a locais 
morfológicos específicos. Em fases mais tardias desempenha importantes funções na 
neurogenese, na migração neural, tanto nos linfócitos NK, como num subconjunto de 
linfócitos T e em células neuroendócrinas. Em doenças humanas, o CD56 é um 
marcador imunohistológico específico para diagnóstico de tumores malignos do sistema 
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nervoso (ex: meduloblastoma e astrocitoma), linfomas malignos de linfócitos NKT e 
carcinomas neuroendócrinos (133). 
 
CD16 
Os linfócitos NK também são caracterizados pela expressão do antigénio CD16 
(FcRIII). Este antigénio é uma glicoproteína com baixa afinidade para a IgG livre, está 
envolvido num dos mecanismos de activação dos linfócitos NK e é expresso na forma 
transmembranar. É uma molécula de adesão homofílica pertencente à IgSF, associa-se 
de modo não covalente a homodímeros e a heterodímeros da família de moléculas de 
sinalização, formando o complexo oligomérico do receptor dos linfócitos NK que 
medeia a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC). Em Humanos o 
CD16 pode-se associar a FcRI e/ou CD3 (134, 135, 136). 
 Cerca de 90% dos linfócitos NK do sangue periférico exprimem elevados níveis 
de CD16, correspondendo à sub-população CD56dim, os restantes 10% exprimem 
pouco ou não exprimem o antigénio CD16 e correspondem à população CD56bright 
(137). Como tal, a ausência de CD3 e a presença de CD56 e/ou de CD16 são critérios 
usados na identificação dos linfócitos NK no Homem, embora nem o CD16, nem o 
CD56 identifiquem todos linfócitos NK humanos (138, 139). 
 
Linfócitos NK: imunidade inata ou adaptativa? 
Nos mamíferos a resposta imunitária contra a infecção é mediada através dos 
sistemas inato e adaptativo. Tipicamente as células do sistema imunológico inato são a 
primeira linha de defesa contra agentes patogénicos e estão aptas para responder de 
forma consistente à infecção, independentemente de uma exposição prévia, ou seja, não 
apresentam memória de activação prévia, respondendo rapidamente, desaparecendo 
após poucas horas ou dias. Pelo contrário, as células do sistema imunológico adaptativo 
têm memória imunológica e apresentam duas características básicas: a especificidade 
para o antigénio e a resposta amplificada numa exposição subsequente. As células deste 
sistema imunológico apresentam os genes do receptor rearranjado para o 
reconhecimento dos diferentes antigénios. Pelo contrário os linfócitos NK apresentam 
um reportório limitado da linhagem germinal que codifica receptores para o 
reconhecimento do alvo (140). 
Estudos descrevem que os receptores NK têm a capacidade de reconhecer 
antigénios específicos. O receptor Ly49H expresso num subconjunto de linfócitos NK 
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de murinos reconhece o ligando viral m157 do citomegalovírus murino (CMVM), 
aparentemente não reconhece ligandos virais codificados por outros vírus e nenhuma 
glicoproteína relacionada com m157 foi identificada noutro vírus, apesar de não ser 
possível excluir completamente que Ly49H reconhecerá ligandos codificados por outros 
patogéneos além do CMVM. A especificidade deste receptor para m157 foi 
demonstrada utilizando uma estirpe mutante CMVM, com o gene m157 deletado, 
verificando-se que não houve resposta dos linfócitos NK Ly49H+, nestes Ratinhos 
infectados (141, 142).  
 Em Humanos, também foram descritos subconjuntos específicos de linfócitos 
NK que aumentam preferencialmente durante a infecção por CMV (143, 144, 145). 
Perante estes estudos e uma vez que a especificidade é descrita como o reconhecimento 
de um receptor imunitário para um único ligando codificado por um agente patogénico 
específico, que não é partilhado por outros agentes patogénicos, alguns investigadores 
consideram que os linfócitos NK também demonstram especificidade imunitária, pelo 
menos para o Ly49H, e que partilham desta característica das células do sistema 
imunológico adaptativo (140).  
Sun et al, utilizaram um modelo de ratinhos infectados com CMVM, para 
demonstrar que assim, como os linfócitos T, os linfócitos NK tendo o receptor Ly49H 
proliferam 100 vezes mais no baço e 1000 vezes mais no fígado após a infecção e que 
estes linfócitos NK permaneram no hospedeiro vários meses após a infecção (141). Os 
linfócitos NK de memória apresentam a capacidade de serem reactivados e de 
produzirem citocinas, apresentando desgranulação mais robusta que os linfócitos NK 
não activados de ratinhos naive. A transferência adoptiva destes linfócitos NK para 
animais naive, seguido de exposição viral resultou num vigoroso aumento destes NK de 
memória e maior protecção imunitária. Assim, os linfócitos NK demonstraram 
residirem em múltiplos órgãos como células de memória de longa duração (141), 
prontas para desenvolver respostas secundárias robustas contra invasores patogénicos. 
Outro estudo realizado recentemente suporta a ideia de que quando há uma 
activação prévia os linfócitos NK exibem a capacidade intrínseca de responder mais 
vigorosamente após reactivação por citocinas ou via ligação a receptores NK de 
activação, sugerindo a capacidade de reterem memória de activação prévia (146). 
 Os linfócitos NK produzem citocinas como IFN-γ durante a inflamação para 
proteger o hospedeiro devido aos elevados níveis de IFN tipo-I ou IL-12 e IL-18 (147, 
148). Esta característica é partilhada pelos linfócitos T CD8+ de memória, que 
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apresentam a mesma capacidade para secretar citocinas na ausência de antigénio 
cognato (149, 150). Além do mais, pode ser estabelecido um paralelismo funcional 
entre os linfócitos NK e T CD8+, quando um linfócito NK reconhece um ligando 
cognato na superfície da célula-alvo, medeia a citotoxicidade (normalmente, pela 
libertação direccionada de perforina e grazima) e secreta citocinas efectoras (como IFN-
) de uma forma idêntica aos linfócitos T CD8+ efectores e de memória (151). 
Com base nestes estudos, que sugerem que os linfócitos NK apresentam 
características dos sistemas imunológicos inato e adaptativo, mediando respostas 
específicas semelhantes ao sistema adaptativo assim como não-específicas semelhantes 
ao sistema inato, investigadores consideram que estes linfócitos representam uma ponte 
funcional e evolutiva entre os dois sistemas. Uma diferença fundamental entre os 
linfócitos NK versus linfócitos T e B é a capacidade destas células gerarem um 
reportório quase infinito de receptores antigénio-específicos, enquanto os linfócitos NK 
estão limitados aos receptores que são codificados pelos genes pré-existentes no 
genoma (140). 
 
Subunidades ,  e  do complexo TCR-CD3 
Apesar dos rearranjos do TCR distinguirem os linfócitos NK dos linfócitos T, 
várias similaridades foram observadas entre estes dois tipos de linfócitos, verificando-se 
que, para além da expressão de FcRI e CD3, os linfócitos NK podem também 
expressar as subunidades ,  e  do complexo TCR-CD3 (5, 152, 153). 
Os linfócitos NK maduros de Ratinhos e Humanos foram inicialmente descritos 
como não expressando CD3, CD3 ou CD3 (154, 155), apenas CD3 em associação 
com FcRIII (CD16) (5). A subunidade CD3 é fosforilada após ligação a FcRIII e 
pensa-se que está envolvida na transdução do sinal de FcRIII em linfócitos NK 
humanos (156, 157). Análises da sequência de DNA de linfócitos NK maduros 
comparados com linfócitos T maduros demonstraram que as subunidades CD3 são 
estruturalmente idênticas (158).  
Philips et al reportaram que linfócitos NK fetais/embrionários e uma pequena 
percentagem de linfócitos NK do sangue do cordão umbilical de Humanos expressam 
níveis substanciais de CD3 e CD3 que se associam e formam complexos no 
citoplasma mas aparentemente não são transportados para a superfície. No entanto, 
apesar de terem sido detectados baixos níveis de mRNA de CD3 em clones de 
CAPÍTULO I. INTRODUÇÃO    
 27
linfócitos NK humanos maduros não foram encontradas evidências da expressão da 
proteína CD3 nestas células (5). Os linfócitos NK do sangue adulto periférico de 
humanos expressam níveis intracitoplasmáticos de CD3 após activação mas 
apresentaram níveis praticamente indetectáveis de CD3 em linfócitos não activados 
(5). Adicionalmente linfócitos NK aviários activados também expressam polipéptidos 
CD3 intracitoplasmáticos (159). 
Estes resultados suportam o conceito que os linfócitos NK e T são originados de 
um precursor comum que expressa componentes do complexo CD3, podendo ocorrer 
diminuição durante a maturação. Em alternativa, poderá sugerir que linfócitos NK fetais 
CD3+ e CD3+ representam um subpopulação distinta que é pedominante no feto mas 
substituída por uma população de linfócitos NK adultos CD3- e CD3-, após a 
embriogenese (154). 
 
Rearranjos do gene TCR  
Em 2006, foi reportado que os genes do TCR estão rearranjados em 
aproximadamente 5% e 1% dos linfócitos NK isolados do baço de ratinhos neonatais e 
adultos, respectivamente. Os rearranjos TCR dos linfócitos NK aparentemente são 
timo-dependentes, uma vez que não foram detectados em ratos nude (160).    
Na tentativa de detectarem diferenças sugestivas entre as vias de 
comprometimento da linhagem NK, compararam a expressão dos genes TCR, 
verificando que os linfócitos NK de ratinhos neonatais apresentam uma expressão 
maior, relativamente a linfócitos NK adultos. Estes resultados poderão sugerir que um 
subconjunto de linfócitos NK desenvolve-se no timo a partir de timócitos imaturos que 
apresentam genes TCR rearranjados (160). 
Após ter sido detectada a recombinase V(D)J em precursores NK murinos, 
investigadores foram verificar se os linfócitos NK humanos também poderiam 
apresentar o TCR rearranjado, encontrando evidências que o TCRD estava rearranjado 
em 3.2–36% de linfócitos NK da periferia mas não noutros leucócitos não-linfóides, 
sugerindo que os linfócitos podem apresentar um passo na diferenciação com a V(D)J 
recombinase activa, semelhante aos linfócitos T e B. Os rearranjos do TCRG nos 
linfócitos NK humanos, no entanto, foram muito reduzidos comparativamente aos 
linfócitos T, sugerindo um controle mais apertado neste gene. Estas observações não 
poderão ser atribuídas a contaminações de linfócitos T e NKT uma vez que estes 
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rearranjos foram detectados em linfócitos NK de ratinhos TCR -/- (160, 161), assim 
como num paciente atímico, com síndrome Di George (162). Nas linhagens T e B os 
erros na recombinação V(D)J estão associados a leucemias fatais, nos linfócitos NK 
continuam a desconhecer-se as implicações para a sua biologia tanto em circunstâncias 
normais como na doença (163). 
 
Receptores NK em linfócitos T 
Diversas glicoproteínas têm sido referidas como receptores NK tanto por serem 
predominantemente expressas, como por inicialmente terem sido descobertas na 
superfície destes linfócitos, nomeadamente Ly49, KIR, CD94, NKG2, 2B4 (CD244), 
DX5 (CD49b), CD16, CD56, NKR-P1 (CD161) e a família do receptor de 
citotoxicidade NK (NCR) (151). No entanto, estes receptores NK podem ser expressos 
em subpopulações de linfócitos T, assim como noutras células. Apesar destes não serem 
expressos em linfócitos não activados (linfócitos T TCR naive) são frequentemente 
adquiridos após activação, predominantemente nos linfócitos T CD8+ mas também nos 
linfócitos TCD4+. Por outro lado, receptores NK são frequentemente detectados em 
linfócitos T TCR, mesmo sem activação. Num estudo realizado por Stewart et al. 
(164) foi detectada a expressão de NK1.1, 2B4, NKG2D, NKG2A, e Ly49 em linfócitos 
T TCR, de ratos. Adicionalmente, NKp46, que é considerado um dos receptores mais 
selectivos expressos nos linfócitos NK, foi detectado na superfície de cerca de 60% 
destes linfócitos NK1.1+-TCR+T. Estes investigadores reportaram uma correlação 
inversa entre a expressão na superfície do complexo CD3-TCR e NK1.1 (assim como 
outros receptores NK). Assim, se não forem utilizados métodos muito sensíveis de 
detecção para analisar a expressão de CD3 e TCR, estas células podem 
inapropriadamente ser identificadas como linfócitos NK em vez de linfócitos T TCR. 
O estudo de linfócitos intraperitoneais isolados do instestino delgado de 
pacientes com doença celíaca revelou populações oligoclonais de linfócitos T CD8+ 
TCR que apresentavam menor expressão de TCR-CD3 na superfície e abundância de 
receptores NK, sugerindo que os linfócitos foram re-programados para adquirir 
receptores impossibilitando que desempenhem funções normalmente mediadas pelos 
linfócitos NK (165). 
A partilha de receptores expressos por linfócitos NK e T dificulta a distinção 
entre estas duas populações celulares. Uma diferença é o rearranjo do loci TCR, este 
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rearranjo genómico é irreversível, sendo um marcador clonal de todos os progenitores 
dos linfócitos T, mesmo para os que adquirem receptores NK após activação, sem este 
processo torna-se praticamente impossível a distinção entre estes dois tipos de células 
(166). 
 
Desenvolvimento dos linfócitos NK 
Assim como os linfócitos T, os linfócitos NK são originados a partir de células 
estaminais hematopoiéticas. Os precursores hematopoiéticos foram identificados em 
diversos locais como timo, baço e nódulos linfáticos, durante as fases intra-uterina ou 
fase adulta.  
Alguns estudos sugerem que, em adultos, a medula óssea é o principal local 
onde os linfócitos NK são originados. O microambiente da medula óssea proporciona 
uma fonte rica em citocinas e factores de crescimento capazes de suportar o crescimento 
in vitro e contém células estromais que são importantes para a sua completa maturação. 
Adicionalmente, foram encontrados precursores dos linfócitos NK (pNKs) na medula 
óssea (167). Os mecanismos detalhados pelos quais os pNKs se desenvolvem em NK 
maduros ainda não foram completamente elucidados. Os linfócitos NK adquirem um 
fenótipo de superfície característico assim como funções efectoras citolíticas durante o 
processo de diferenciação. A caracterização dos intermediários durante a diferenciação 
depende principalmente dos marcadores na superfície, NK1.1, DX5 e Ly49 em 
Ratinhos e CD161, CD56, CD16 e KIRs em Humanos. Em geral, a diferenciação dos 
linfócitos NK a partir das células estaminais hematopoiéticas pode ser dividido em pNK 
e NK maduros (mNK), dependendo dos marcadores de superfície (167).  
Em Ratinhos, os pNKs são uma linhagem negativa e são determinados pela 
expressão de CD122, a subunidade  comum do receptor IL-2/IL-15. Através deste 
receptor, a IL-15 envia sinais para a maturação dos linfócitos NK, que depois adquirem 
NK1.1, DX5 e vários receptores funcionais como CD94-NKG2 e Ly49. Uma vez 
maduros apresentam elevada expressão de CD11b e CD43 (167).  
Em Humanos, os pNKs são produzidos através de factores de crescimento de 
células estromais como o ligando c-kit e F1t3 e são caracterizados pelo fenótipo 
CD34brightCD122+CD56-. Estes precursores respondem à IL-15 tornando-se NK 
maduros que contêm diversos receptores inibitórios e activadores.  
Tanto em Humanos como em Ratinhos, o microambiente da medula óssea é uma 
fonte de citocinas que facilita a diferenciação e contém células que permitem a 
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maturação (168). Ratinhos nude (congenitamente atímicos), pacientes com Síndrome Di 
George ou homens timectomizados ou ratinhos e homens esplectomizados, 
aparentemente apresentaram valores normais de linfócitos NK funcionais, sugerindo 
que nem o timo, nem o baço são essenciais para a formação dos linfócitos NK. Os 
linfócitos NK também estão presentes no fígado, local de produção de pNKs na vida 
fetal, mas desconhece-se se é o local de desenvolvimento na vida adulta. É possível que 
o timo, o fígado e/ou baço tenham influência na diversificação dos linfócitos NK, 
resultando na heterogeneidade (167). 
Assim, nas últimas décadas, tornou-se geralmente aceite que o desenvolvimento 
dos linfócitos NK ocorria no microambiente da medula óssea (167, 169). No entanto, 
esta possibilidade dos linfócitos NK serem derivados da medula óssea e os 
intermediários deslocarem-se para os tecidos periféricos onde ocorreria a maturação, 
nunca foi totalmente comprovada (167). Uma completa e contínua via de diferenciação 
na medula óssea, que definitivamente, demonstraria a diferenciação in situ, nunca foi 
descrita. 
A detecção de CD56bright nos nódulos linfáticos e amígdalas (i.e. tecidos 
linfóides secundários ou TLS), poderão apoiar a ideia de que o desenvolvimento dos 
linfócitos NK não ocorre na medula óssea. Os linfócitos NK CD56bright são mais 
abundantes nos TLS comparativamente aos NK CD56dim encontrados na medula óssea, 
sangue e baço (169). Segundo Lanier et al os linfócitos CD56bright são menos maduros 
que os linfócitos CD56dim (170) e um estudo recente descreve que CD56bright, em 
contacto com fibroblastos poderão diferenciar-se em CD56dim (171). A activação dos 
linfócitos CD56bright nos TLS aumenta a expressão dos receptores NK, que são 
característicos do subconjunto CD56dim (172).  
Enquanto que na medula óssea e sangue foram encontradas baixas quantidades 
de linfócitos pré-NK CD34+CD45RA+, nos TLS foram detectados elevadas 
concentrações, tornando-se o primeiro subconjunto CD34+ descrito nestes tecidos.  
As elevadas quantidades de linfócitos pré-NK CD34+CD45RA+, os linfócitos 
NK CD56bright detectados nos TLS comparativamente com as quantidades detectadas 
na medula óssea e sangue, assim como a abundância de células dendríticas e outras 
APCs que expressam a IL-15 (174), necessária para a maturação dos linfócitos NK 
(175, 176, 177), sugerem que poderão ser o local de desenvolvimento in vivo dos 
linfócitos.  
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A pesquisa nos TLS de populações de células fenotípica e funcionalmente 
distintas, que representam estádios do desenvolvimento dos linfócitos NK via 
CD34+CD45RA+HPCs até CD3-CD56bright in situ foi um sucesso (178).  
Utilizando um sistema de cultura in vitro, consistindo em linfócitos CD56bright 
purificados e fibroblastos humanos, Chang et al demonstraram que anticorpos que 
bloqueiam a interacção entre CD56 e o receptor do factor de crescimento do fibroblasto-
1 originaram uma diminuição significativa na formação de linfócitos NK CD56dim, 
sugerindo que CD56 desempenhar funções importantes na promoção da fase final da 
maturação (179). 
 
Função dos linfócitos NK 
A função da citotoxicidade dos linfócitos NK no controlo de agentes patogénicos 
intracelulares é bem conhecida, e é demonstrada por infecções víricas muito graves ou 
fatais em casos reportados de deficiência de linfócitos NK (180, 181, 182). Existem 
também diversas evidências que os linfócitos NK matam células malignas (183). 
Existem dois mecanismos de citotoxicidade dos linfócitos NK: a deposição de grânulos 
líticos nas células-alvo e a expressão de ligandos como TNF e ligando Fas (184, 185). 
Os linfócitos NK também contribuem para a resposta imunológica inata através 
da produção de citocinas, incluindo IFN- que apresenta diversas funções, incluindo 
acções anti-virais e anti-bacterianas, promoção de respostas Th1, supressão da 
proliferação de células infectadas ou transformadas, estimulação da expressão de MHC 
classe-I e maturação de células dendríticas (186, 187). Outra citocina importante 
libertada pelos linfócitos NK é a TNF- (188, 189). Dependendo da situação, também 
podem expressar citocinas anti-inflamatórias, como TGF- e IL-10, e factores 
hematopoiéticos GM-CSF (granulocyte- macrophage colony-stimulating factor) e IL-3, 
e promover respostas Th2 através da produção de IL-5 e IL-13 (188, 190). 
Adicionalmente, os linfócitos NK também podem produzir diversas quimiocinas, 
incluindo MIP-1 (macrophage inflammatory protein-1), MIP- e RANTES (191). A 
estimulação com diferentes citocinas induz respostas específicas.  
Apesar de incialmente se pensar que as funções citotóxicas e a produção de 
citocinas ocorriam sem sensibilização inicial, um estudo recente demonstrou que as 
respostas dos linfócitos NK contra agentes patogénicos bacterianos ou víricos requer a 
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acção das células dendríticas, envolvendo a apresentação cruzada da IL-15 ligada à 
membrana, nos órgãos linfóides secundários (192).   
 
Linfócitos NKT 
Os linfócitos NKT são uma subpopulação de linfócitos que desempenham 
funções regulatórias importantes e que apresentam receptores característicos dos 
linfócitos T (TCR) e NK (NK1.1 marcador de Ratinhos ou CD161 marcador de 
Humanos). No entanto alguns linfócitos NKT poderão não expressar NK1.1 (193). A 
expressão poderá depender da maturação, do estado de activação, da localização nos 
tecidos e da expressão de outros receptores.  
Esta população de linfócitos é heterogénea e a definição precisa ainda 
permanece problemática. Actualmente é subdividida em três populações, designadas: 1) 
linfócitos NKT clássicos que são CD1d-dependentes e apresentam uma resposta forte a 
α-GalCer (glycosphingolipid α-galactosyl ceramide), 2) linfócitos NKT não-clássicos 
que também são CD1d-dependentes, no entanto apresentam TCR semi-diversos e 3) 
linfócitos NKT-like que são CD1d-independentes e cuja maioria depende do MHC 
classe-I clássico (Figura I.12). 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 12 - Subpopulações de linfócitos NKT. Os linfócitos NKT podem ser divididos em CD1d-dependentes, 
podendo ser clássicos e não-clássicos e os CD1d-independentes. Adaptado de Fundamentos de Imunologia, 2007 
(194).  
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Linfócitos NKT CD1d-dependentes 
As proteínas CD1 são moléculas que apresentam antigénios lipídicos aos 
linfócitos T. A estrutura é semelhante ao MHC classe-I, com uma cadeia pesada que se 
associa à 2-microglobulina para formar um heterodímero, expresso na superfície das 
APC (195).   
O locus CD1 está localizado no cromossoma 1 e contém cinco genes distintos: 
CD1A, -B, -C, -D, and -E. As proteínas codificadas por estes genes podem ser divididas 
em três grupos: grupo 1 onde estão incluídos CD1a, CD1b, e CD1c; grupo 2 que 
consiste em CD1d e o grupo 3 que é constituído por CD1e. Nos Humanos e noutros 
mamíferos todas as isoformas podem ser expressas (CD1a-e), enquanto os Ratinhos 
apenas expressam CD1d. Curiosamente, o CD1d é altamente conservado nas várias 
espécies e entre Humanos e Ratinhos sendo um excelente modelo para o estudo de 
CD1d humanos nos linfócitos NKT (196). 
Os linfócitos NKT CD1d-dependentes podem ser classificados como: NKT 
clássicos ou invariantes tipo I e NKT não-clássicos ou variantes tipo II. 
Em Ratinhos, a sobpopulação de linfócitos NKT invariantes apresenta rearranjos 
da região variável Vα14 com a região junção Jα18, formando uma região invariante 
determinante de complementaridade 3α (CDR3α) — que é referida como Vα14i TCR 
(NKT-invariantes). Estes linfócitos co-expressam preferencialmente Vβ8.2, Vβ7 ou 
Vβ2 com Vα14i, são autoreactivos para os MHC classe-I não-clássicos CD1d, 
apresentam uma forte resposta a α-GalCer. Estes linfócitos T Vα14i não expressam 
CD8, são CD4+ ou duplamente negativos DN (197).  
Crowe et al, através de resulados de ensaios in vivo evidenciaram que os 
linfócitos NKT NK1.1 que expressam TCR V14 invariantes quando activados 
diminuem a expressão do complexo CD3-TCR, podendo tornar-se praticamente 
indistinguíveis dos linfócitos NK (198). 
 Nos Humanos, existe uma população semelhante de linfócitos T CD161+ que 
também reconhece antigénios glicolípidos, como isoglobotrihexocilceramida endógena 
(iGb3) e α-GalCer, em associação com a MHC classe-I CD1d, são autoreactivos e 
produzem ambas as citocinas Th1 e Th2. Expressam regiões V que são homólogas às 
que são expressas pelos linfócitos T Vα14i de Ratinhos, incluindo Vβ11 (semelhante a 
Vβ8.2 de Ratinhos) e apresentam rearranjo de Vα24 a Jα15, que forma CDR3α, sendo 
também muito similar a Vα14i. Estes linfócitos são menos frequentes em Humanos do 
que em Ratinhos e podem ser CD8+ (197). Quando activados produzem interferão IFN-
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 e IL-4. Além da produção de citocinas, também apresentam actividade citolítica 
(Tabela I. 1).  
Os linfócitos NKT não-clássicos, reconhecem lípidos apresentados por CD1d 
mas não reconhecem α-GalCer, os TCR que estas células expressam são mais variáveis 
(oligoclonais), os linfócitos não são verdadeiramente policlonais, no entanto, incluem 
populações que expressam V3.2–J9/V8 ou V8/V8 TCR (197) (Tabela I. 1).  
Assim como linfócitos Vα14i, também são linfócitos T CD1d autoreactivos mas 
expressam TCR mais diversos e podem ser CD4+ ou DN (197). 
 
Linfócitos NKT CD1d-independentes (NKT-like)     
Uma terceira categoria de linfócitos NKT, os linfócitos NKT-like, incluem 
linfócitos que não são dependentes de CD1d, apresentam TCR diversos e podem ser 
CD8+, CD4+ ou DN (Tabela I. 1).  
A expressão de NK1.1 pode ser um marcador para activação dos linfócitos T 
convencionais, em Ratinhos. Em Humanos, a frequência de linfócitos T 
CD161+TCR+ é mais elevada do que a frequência dos linfócitos T V24i. Alguns 
linfócitos T CD161+ que expressam TCR mais diversos também são CD1d reactivos, 
mas muitos poderão pertencer a subpopulações de linfócitos T de memória 
convencionais (197).  
 Os linfócitos NKT CD8+ apresentam uma actividade NK-like citotóxica contra 
múltiplos tumores e são CD1-d independentes (199, 200).  
Estudos demonstraram que a citotoxicidade é aumentada por moléculas co-
estimulatórias, podendo ser muito importantes na resposta contra células cancerígenas, 
regulando o sistema imunitário inato para o desenvolvimento de uma resposta 
adaptativa anti-tumoral. Assim, representam uma população única com elementos de 
restrição desconhecidos, com produção de elevadas quantidades de IFN-, sendo a 
actividade citotóxica aumentada pela molécula co-estimuladora B7 presente nas células 
tumorais (200).   
Em Ratinhos, a maioria destes linfócitos expressa TCR e são abundantes no 
fígado, escassos no timo e praticamente indetectáveis nos restantes órgãos linfóides, 
incluindo medula óssea. No entanto também foram identificados entre os linfócitos 
intestinais intraepiteliais (IELs). Apesar da maioria expressar TCR alguns expressam 
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TCR mas a maioria não expressa CD4 ou CD8 (DN) e uma minoria expressa apenas 
CD8 (201). 
  Virtualmente todos os linfócitos NKT CD8+ presentes no fígado, tanto os que 
expressam TCR como TCR apresentam receptores de activação, sugerindo um 
estado de activação. Os linfócitos T activados que são submetidos a processos de 
apoptose acumulam-se no fígado (202) e é possível que estes linfócitos NKT 
apoptóticos também se acumulem neste orgão.  
Um estudo recente sugere que a elevada percentagem de linfócitos NKT não-
clássicos intrahepáticos (CD1d-independentes), poderá dever-se em parte, à 
diferenciação de linfócitos T CD8+, evidenciando que os linfócitos CD8+ CD56-  em 
cultura com IL-15 desenvolveram expressão de CD56 e NKp46, marcador de linfócitos 
NK (6).    
Eberl et al identificaram uma população de linfócitos NKT CD8+ em Ratinhos, 
mais elevada no baço e medula óssea (esta evidência foi também demonstrada por 
outros grupos) (202, 203, 204) e mais reduzida no fígado e timo e descreveram um 
fenótipo naive para os linfócitos NKT CD8+ do baço. Sugerindo a possível existência 
de pelo menos dois subtipos de linfócitos NKT CD8+: os NKT CD8+ com fenótipo 
naive, detectados preferencialmente no baço (203, 204, 205) e os NKT CD8+ com um 
fenótipo activado, que se acumulam maioritariamente no fígado.  
Em concordância com estes dados está o facto de terem sido identificados no 
fígado em Humanos, linfócitos NKT-like CD8+ sem TCRV24 e que expressam 
marcadores de activação, como CD69, exibindo uma forte citotoxicidade contra várias 
linhagens celulares tumorais (206). 
Assim, apesar de menos conhecida, hoje sabe-se que esta população heterogénea 
de linfócitos NKT CD8+ expressam um reportórios diverso de TCR e após estimulação 
produzem IFN- e não IL-4, apesar das diferenças, apresentam receptores dos linfócitos 
NK clássicos e dos linfócitos T CD8+ convencionais. 
A grande maioria destes linfócitos NKT CD8+ não apresenta CD8 e expressa o 
homodímero CD8.   
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Tabela I.1 Classificação dos linfócitos NKT 
Categoria Linfócitos NKT CD1d- dependentes 
CD1d-
independentes 
Tipo 
Tipo I: Linfócitos NKT 
clássicos 
Tipo II: Linfócitos NKT 
não clássicos 
Linfócitos NKT-like 
Molécula 
apresentadora 
de antigénios 
CD1d CD1d MHC classe-I, outras 
Reactividade  GalCer ND ND 
Cadeia TCR V14-J18 (Ratinhos) 
V24-J18 (Humanos) 
Semi-diverso mas alguns 
V3.2-J9 (ratinhos) 
Diverso 
Cadeia TCR V8.2, V7 e V2 (Ratinhos) 
V11 (Humanos) 
Semi-diverso mas alguns 
V8 (Ratinhos) 
Diverso 
Subconjuntos 
CD4+ e DN (Ratinhos) 
CD4+, CD8+ e DN (Humanos) 
IL17RB+/- (Ratinhos) 
CD4+ e DN (Ratinhos) CD4+ ou CD8+ CD49B 
Produção IL-4 Sim Sim Não 
Produção IFN Sim Sim Sim 
Receptores 
NK1.1 (CD161) 
+ (linfócitos maduros não 
activados) 
-/low (linfócitos imaturos ou 
pós-activação) 
+/- + 
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CAPÍTULO II. OBJECTIVO 
 
O objectivo deste trabalho foi estudar a expressão e rearranjo do gene TCRβ em 
linfócitos NK ex vivo isolados do sangue de dadores saudáveis. 
 
Objectivos específicos: 
 
-Testar a pureza dos linfócitos NK purificados por separação imunomagnética 
através da marcação extracelular e intracelular, com o anticorpo anti-CD3 ou anti-TCR 
conjugado com PE e anti-CD56 Alexa 488. 
 
- Isolar o mRNA a partir dos linfócitos NK purificados obtidos por separação 
imunomagnética e verificar a expressão do mRNA do CD56 (marcador dos linfócitos 
NK) e do TCR (receptor dos linfócitos T), por PCR.  
 
- Isolar o DNA dos linfócitos NK isolados e determinar os rearranjos do gene 
TCR, para determinar se a população é monoclonal, oligoclonal ou policlonal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO III. MATERIAIS E MÉTODOS   
 38
CAPÍTULO III. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Preparação das amostras 
As células foram isoladas de buffy-coats (sacos de colheita de sangue 
enriquecidos em leucócitos), processadas no Instituto Português de Sangue, a partir de 
sangue de dadores saudáveis. Isolou-se as células mononucleares do sangue periférico 
(PBMC), por centrifugação em gradientes de densidade. Assim, primeiro diluiu-se em 
PBS (1:1) (13 mM Na2HPO4, 7 mM NaH2PO4.2H2O, 100 mM NaCl – pH 7.1) e após 
adição em Lymphoprep (Nycomed, Norway), centrifugou-se a 2200 rpm durante 30 
minutos à temperatura ambiente. As células mononucleares foram recolhidas do anel da 
interface, lavadas com solução PBS e centrifugadas a 1500 rpm, 10 minutos.  
A lise dos glóbulos vermelhos contaminantes foi efectuada através da adição de 
solução de lise (10 mM Tris, 150 mM NH4Cl – pH 7.4) pré-aquecida a 37 ºC e incubada 
à mesma temperatura durante 10 minutos.  
As células foram novamente lavadas com PBS e centrifugadas a 1500 rpm 
durante 10 minutos. 
Para isolar PBL incubou-se em placas de petri 50x106 PBMC durante a noite e 
adicionou-se 10 ml de RPMI (5% FBSi + 1% antibiótico/antimicótico, Gibco 
Invitrogen, UK). Após a incubação, os PBL foram recolhidas, lavados com solução 
salina PBS e contados numa câmara de Neubauer. 
 
Isolamento de linfócitos NK 
1. Selecção negativa de linfócitos NK através da deplecção de CD3 
Marcação magnética 
Após centrifugar os PBL durante 10 minutos a 1500 rpm, ressuspendeu-se em 80 
µl de Wash Buffer (WB: PBS pH 7.2, 0.5% BSA e 2 mM EDTA) por cada 10
7 células e 
adicionou-se 20 µl de microesferas com anticorpo anti-CD3 humanos (Cat. #130-050-
101, Miltenyi Biotec, Germany), incubou-se a 4 ºC durante 15 minutos com agitação 2-
3 vezes, lavou-se com 1-2 ml de WB por 10
8 células e centrifugou-se novamente 10 
minutos a 1500 rpm. Pipetou-se o sobrenadante e ressupendeu-se em WB (500 µl por 
10
8 células).  
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Separação magnética 
Para a separação magnética utilizou-se o separador MACS (MidiMACS 
separator) e uma coluna LD, ambos de Miltenyi Biotec.  
Adicionou-se 2 ml de WB na coluna, para lavar e aplicou-se a suspensão de 
células. Lavou-se a coluna com 2x1ml de WB, recolhendo-se para novo tubo as células 
não marcadas e contou-se o número de células.  
Para se obter maior pureza repetiu-se a depleção de CD3 e aplicou-se numa nova 
coluna de depleção. No fim, passou-se por uma 3ª coluna lavada.  
 
2. Selecção positiva CD56 
Marcação magnética 
Para a selecção positiva dos linfócitos CD56+ primeiro centrifugou-se as células 
durante 10 minutos a 1500 rpm e ressuspendeu-se em WB. Posteriormente foram 
adicionados 60 µl de microesferas com anticorpo anti-CD56 (Cat. #130-050-401, 
Miltenyi Biotec) por 108 células, incubou-se a 4 ºC durante 15 minutos, com agitação 2-
3 vezes. Lavou-se com 5 ml WB por 108 células e centrifugou-se 10 minutos a 1500 
rpm.  
 
Separação magnética 
Para a separação magnética utilizou-se o separador MACS (MidiMACS 
separator) e uma coluna LS.  
Primeiro lavou-se a coluna com 3 ml de WB e aplicou-se a suspensão de células, 
seguido de lavagem com 3x3ml de WB. As células não marcadas recolhidas foram 
rejeitadas. Pipetou-se 5 ml de WB para a coluna e efectuou-se imediatamente o flush-
out recolhendo as células marcadas para um novo tubo.  
Para aumentar a pureza preparou-se uma nova coluna LS, lavando-a com 3 ml 
de WB, à qual foi aplicada a suspensão de células. Após lavagem com 3x3ml de WB, 
rejeitou-se o efluente. Adicionou-se mais 5 ml de WB na coluna e efectuou-se o flush-
out recolhendo as células marcadas para um novo tubo.  
Procedeu-se à contagem das células.  
  
 
 
 
CAPÍTULO III. MATERIAIS E MÉTODOS   
 40
Isolamento de linfócitos T 
Marcação magnética 
Centrifugou-se os PBL durante 10 minutos a 1500 rpm e ressuspendeu-se em 80 
µl de Wash Buffer (WB: PBS pH 7.2, 0.5% BSA e 2 mM EDTA) por cada 10
7 células. 
Adicionou-se 20 µl de microesferas com anticorpo anti-CD3 humanos (Cat. #130-050-
101, Miltenyi Biotec, Germany) e incubou-se a 4 ºC durante 15 minutos com agitação 
2-3 vezes, lavou-se com 1-2 ml de WB por 10
8 células e centrifugou-se novamente 10 
minutos a 1500 rpm. Pipetou-se o sobrenadante e ressupendeu-se em WB (500 µl por 
10
8 células).  
 
Separação magnética 
Para a separação magnética utilizou-se o separador MACS (MidiMACS 
separator) e uma coluna LD (Miltenyi Biotec).  
Adicionou-se 2 ml de WB na coluna, para lavar e aplicou-se a suspensão de 
células. Lavou-se a coluna com 2x1ml de WB, recolhendo-se para novo tubo as células 
não marcadas. Efectuou-se o flush-out para recuperação dos linfócitos CD3+ e contou-
se o número de células.  
Repetiu-se a depleção de CD3 e aplicou-se numa nova coluna de depleção. No 
fim, passou-se por uma 3ª coluna lavada.  
 
Citometria de fluxo 
A avaliação da pureza foi realizada por citometria de fluxo, utilizando-se o 
citometro de fluxo Epics XL (Beckman Coulter) e o software WinMDI2.8. O sistema 
foi definido para a avaliação de 10.000 mil células na região dos linfócitos (R1) (ver 
Figura IV.1 B) em cada determinação.  
Para determinação do grau de pureza dos linfócitos NK efectuou-se marcação 
dupla, com anticorpos primários conjugados com os fluorocromos Alexa 488 (FL1) e 
ficoeritrina (PE) (FL2), conforme está indicado na Tabela III.1. O anticorpo irrelevante 
foi usado como controlo negativo e o anticorpo anti-Bcl2 como controlo positivo na 
marcação intracelular. 
Os resultados foram analisados através do gráfico de tamanho/granulosidade 
(FSC/SSC) e gráfico de fluorescência: FL1/FL2: para avaliação das características das 
células. 
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Tabela III.1- Anticorpos utilizados na marcação para análise por citometria de fluxo. 
Anticorpo específico Clone Fluorocromo Fabricante Diluição 
CD56 MOPC-21 Alexa 488 BD Pharmingen 1:20 
CD3 UCHT-1 RPECy5 DAKO 1:10 
CD3 BW265/56 PE Miltenyi Biotec 1:10 
Irrelevante S43.10 PE Miltenyi Biotec 1:10 
TCR BW242/412 PE Miltenyi Biotec 1:10 
Bcl2 100 PE Invitrogen 1:10 
 
Marcação Extracelular 
Efectuou-se a marcação extracelular de 0.1-1x106 células com 50 µl anticorpos 
dissolvidos em PBS+0.2%BSA+0.1%NaN3, após centrifugação durante 2 minutos a 
1100 rpm, em placas de 96 poços. Incubou-se com os anticorpos durante 30 minutos a 4 
ºC. Centrifugou-se durante 2 minutos a 1100 rpm e lavou-se adicionando-se 
PBS+0.2%BSA+0.1%NaN3. Centrifugou-se novamente (2 minutos a 1100 rpm). Por 
fim adicionou-se PBS 200 µl e transferiu-se para um tubo FACS, contendo 200 µl de 
PBS. 
 
Marcação Intracelular 
Para fixar as células adicionou-se formaldeído 4% em PBS durante 10 minutos, 
à temperatura ambiente, no escuro. Lavou-se as células duas vezes com 
PBS+0.2%BSA+0.1%NaN3, adicionou-se a solução de permeabilização 
(PBS+0.2%BSA+0.1%NaN3 com 0.2% saponina) e incubou-se durante 30 minutos, à 
temperatura ambiente, no escuro. Centrifugou-se durante 3 minutos a 1100 rpm.  
 Adicionou-se 50 µl de anticorpo em solução de permeabilização 
(PBS+0.2%BSA+0.1%NaN3 com 0.2% saponina) e incubou-se 30 minutos no escuro. 
Lavou-se 3 vezes, a primeira com 150 µl e as restantes seguintes com 200 µl de solução 
de permeabilização e lavou-se uma vez com 200 µl PBS+0.2%BSA+0.1%NaN3, 
adicionou-se 200 µl de PBS e transferiu-se para um tubo FACS, contendo 100 µl de 
PBS. 
 
Extracção do RNA total  
A extracção de RNA total foi efectuada para os linfócitos NK isolados, os 
linfócitos do sangue periférico (PBL), a linha celular de gliomablastomas (U251) 
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(gentilmente cedido pelo Prof. Doutor Hassan Bousbaa), a linha celular de hepatoma 
humano (HepG2), através do Kit RNeasy Mini-Qiagen (Qiagen, Germany).  
Isolou-se o RNA total dos linfócitos NK obtidos de cada amostra utilizando o 
Kit RNeasy Mini-Qiagen. Centrifugou-se as células durante 5 minutos a 2500 rpm. 
Adicionou-se 350 µl de RTL (para  5x10
6
) de células (antes de utilizar a solução RTL 
adicionou-se -mercaptoetanol), agitou-se durante 2 minutos e homogeneizou-se. Para o 
isolamento do RNA adicionou-se de 350 µl de etanol a 70%, homogeneizou-se e 
transferiu-se 700 µl para uma coluna RNeasy spin. Centrifugou-se durante 15 segundos 
a 13.000 rpm (rejeitou-se o resíduo recolhido no tubo). Adicionou-se 700 µl Buffer 
RW1 à coluna RNeasy spin, centrifugou-se durante 15 segundos a 13.000 rpm (rejeitou-
se novamente o resíduo recolhido no tubo). Juntou-se 2 vezes 500 µl de RPE à coluna 
RNeasy spin tendo-se centrifugado primeiro durante 15 segundos a 13.000 rpm e depois 
2 minutos a 13.000 rpm (rejeitando-se o fluxo recolhido no tudo). Por fim, para a 
eluição do RNA adicionou-se entre 30 µl de RNase free water à coluna RNeasy spin e 
centrifugou-se durante 1 minuto a 13.000 rpm.  
O RNA foi armazenado a -20ºC 
 
Quantificação por espectrofotometria 
O grau de pureza do RNA foi calculado através da razão da absorvância 
260nm/280nm, sendo a obtenção dos valores ideais entre 1.9-2.0, que refectem a 
reduzida contaminação de proteínas.  
A quantificação da concentração de RNA foi efectuada por espectrofotometria 
através da determinação da absorvância a 260 nm e calculou-se a concentração através 
da fórmula RNA ng/µl = A260 x factor diluição x 40.  
A quantificação também foi realizada através do aparelho Nanodrop. Neste caso 
aplicou-se 1 µl da amostra (não diluída) directamente no pedestal do Nanodrop, 
obtendo-se directamente a informação da concentração de RNA e do grau de pureza 
(260 nm/280 nm). 
A integridade do RNA foi verificada por electroforese em gel de agarose 1.2 %, 
utilizando-se TAE 1x (Tris-acetato-EDTA) e 20 µg/µl de brometo de etídeo. O 
marcador de peso molecular utilizado foi MassRuler DNA™ ladder (#SM0403, 
Fermentas). Aplicou-se 200 ng de amostra e para visualização do RNA no gel de 
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agarose o utilizou-se 2 l de 6x MassRuler™ DNA Loading Dye (#R0621, Fermentas), 
e o restante de água para um volume total de 12 l. 
A qualidade das amostras de RNA foi determinada através da visualização de 
duas bandas, indicando a preservação do RNA ribossómico (rRNA 28 S e rRNA 18S). 
 
Síntese de cDNA  
A partir do RNA total extraído das amostras sintetizou-se o cDNA, utilizando o 
Kit iScript cDNA Synthesis (BioRad) Em cada tubo de microcentrifuga foram 
adicionados 4 µl de 5x iScript Reaction Mix, 1 µl iScript Reverse Transcriptase, 1000 
ng da amostra de RNA e o restante de RNase free water para completar os 20 µl. A 
solução foi incubada: 3 minutos a 25 ºC, 30 minutos a 42 ºC e 5 minutos a 85 ºC, no 
termociclador MJ Mini (Biorad). 
 
Determinação da expressão de mRNA de GAPDH, TCRβ e CD56 por PCR 
A partir da síntese do cDNA determinou-se a expressão de CD56 (marcador dos 
linfócitos NK), TCRβ (marcador dos linfócitos T) e como controlo positivo o 
GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase), para os linfócitos NK isolados e para 
os linfócitos do sangue periférico (PBL) usados como controlo positivo. Como 
controlos negativos foram utilizadas a linha celular de gliomablastomas (U251), a linha 
celular de hepatoma humano (HepG2) e um branco, onde se adicionou água em vez de 
cDNA.  
Para a amplificação foram utilizados os primers indicados na Tabela III.2.  
 
Tabela III.2- Primers utilizados para amplificação dos genes de interesse. 
 
 
Num tubo de microcentrífuga de 200 µl, foram adicionados 2.5 μl Buffer 10xs 
(Citomed, Portugal), 2 μl de MgSO4 20 mM (Citomed), 0.5 µl de dNTP 10 mM cada 
um (Citomed), 0.2 µl de Taq DNA polimerase 50 U/10 µl (Citomed), 16.8 µl de água 
RNase free, 0.5 µl de primer Reverse 10 µM e 0.5 µl de primer Forward 10 µM, 2 µl de 
Gene Primer Forward Primer Reverse Produto (pb)
CD56 5´TTGTGAATGTGCCACCTACC 3´ 5´TTCTTCGCTGCTGATGTTCC 3´ 437 
TCRBC 5´CTTTACCTCGGTGTCCTACC 3´ 5´TCAGAAATCCTTTCTCTTGACC 3´ 139 
GAPDH 5´TGATGACATCAAGAAGGTGG 3´ 5´CACTGAGTACCTAATCACAG 3´ 101 
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cDNA. O tubo foi transferido para o termociclador MJ Mini (BioRad) e submetido ao 
seguinte programa:  
Passo 1: 94 ºC - 3 minutos 
Passo 2: 94 ºC - 20 segundos  
Passo 3: 55 ºC - 30 segundos  
Passo 4: 72 ºC - 30 segundos  
Passo 5: repetição 34 vezes a partir do passo 2 
Passo 6: 72 ºC – 2 minutos 
Passo 7: 15 ºC - 30 minutos.  
   
Os produtos da amplificação foram corados e analisados por electroforese em 
gel de agarose 1.2 % em TAE 1x (Tris-acetato-EDTA) com 20 µg/µl de brometo de 
etídeo. Aplicou-se 20 l de cada amostra, com 4 l de 6x MassRuler™ DNA Loading 
Dye (#R0621, Fermentas) e utilizou-se como marcador de peso molecular o MassRuler 
DNA™ ladder (#SM0403, Fermentas).   
 
Sequenciação da região amplificada do cDNA TCRβ  
O produto de PCR com 139 pb correspondendo à região amplificada do cDNA 
do TCRβ foi enviado à empresa Stabvida para ser sequenciado, com o objectivo de 
confirmar se corresponde ao segmento do gene TCR, da região C1 (constante) (Figura 
III. 1). Os primers Forward e Reverse foram também enviados, para que fosse efectuada 
a sequenciação de ambas as cadeias 
Ctttacctcgggtaagtaagcccttccttttcctctccctctctcatggttcttgacctagaaccaaggc
atgaagaactcacagacactggagggtggagggtgggagagaccagagctacctgtgcacaggtacccac
ctgtccttcctccgtgccaacagtgtcctaccagcaaggggtcctgtctgccaccatcctctatgagatc
ctgctagggaaggccaccctgtatgctgtgctggtcagcgcccttgtgttgatggccatggtaagcagga
gggcaggatggggccagcaggctggaggtgacacactgacaccaagcacccagaagtatagagtccctgc
caggattggagctgggcagtagggagggaagagatttcattcaggtgcctcagaagataacttgcacctc
tgtaggatcacagtggaagggtcatgctgggaaggagaagctggagtcaccagaaaacccaatggatgtt
gtgatgagccttactatttgtgtggtcaatgggccctactactttctctcaatcctcacaactcctggct
cttaataacccccaaaactttctcttctgcaggtcaagagaaaggatttctga 
 
Figura III. 1 – Sequência de parte da região constante (C1) do TCR, retirada da base de dados NCBI: a 
verde estão representados dois intrões, a azul está representada a região do gene amplificada com 139 pb 
e a amarelo os primers utilizados.  
 
Os resultados da sequenciação foram analisados através da utilização do 
programa Chromas version 1.43. A partir do programa BLAST efectuou-se o 
alinhamento do segmento sequenciado, com o segmento do gene do TCRβ. 
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Isolamento do DNA dos linfócitos NK  
Para isolamento do DNA utilizou-se o Kit Citogene (Citomed). As células foram 
primeiro centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos e removeu-se o sobrenadante. 
Depois adicionou-se 300 µl solução cell lysis e ressuspendeu-se. Juntou-se 1.5 µl de 
solução RNAse A ao lisado celular, misturou-se e incubou-se a 37 ºC durante 15 
segundos. Após arrefecer adicionou-se solução 100 µl de Protein Precipitation e agitou-
se no vortex, centrifugou-se durante 3 minutos a 13.000 rpm e decantou-se o 
sobrenadante para um novo eppendorf contendo 300 µl isopropanol a 100 %, misturou-
se e centrifugou-se novamente durante 1 minuto a 13.000 rpm. Rejeitou-se o 
sobrenadante e adicionou-se 300 µl de etanol a 70 %. Depois de misturar centrifugou-se 
1 minuto a 13.000 rpm. Novamente rejeitou-se o sobrenadante e depois de deixar secar 
ao ar durante 15 minutos, adicionou-se 50 µl a solução DNA Hydratation, por fim 
incubou-se a 65 ºC durante 1 hora.  
A razão entre as leituras a 260 nm e 280 nm foi utilizada como indicativo do 
grau de pureza. A quantificação da concentração de DNA foi efectuada por 
espectrofotometria através da determinação da absorvância a 260 nm e calculou-se a 
concentração através da fórmula RNA ng/µl = A260 x factor diluição x 50. Através do 
aparelho Nanodrop também foi possível efectuar-se a quantificação. Neste caso, 
aplicou-se 1µl da amostra (não diluída) directamente no pedestal, obtendo-se os valores 
concentração de DNA e o grau de pureza (260 nm/280 nm). 
A integridade do DNA foi verificada por electroforese em gel de agarose 1.2 %, 
utilizando-se TAE 1x (Tris-acetato-EDTA) e 20 µg/µl de brometo de etídeo. 
Aplicou-se 200 ng de amostra, 2l de 6X MassRuler™ DNA Loading Dye 
(#R0621, Fermentas) e o restante de água, até completar 12l.. O marcador de peso 
molecular utilizado foi MassRuler DNA™ ladder (#SM0403, Fermentas). Armazenou-
se o DNA a -20 ºC.  
 
Determinação dos rearranjos do gene TCRβ  
Para determinação dos rearranjos do TCR foi utilizado o IdentiCloneTM TCRB 
Gene Clonality Assay (InVivoScribe Technologies, USA), em que primeiro é efectuado 
o PCR, através de 4 mater mixes, incluídas no Kit, em que cada uma contém múltiplos 
primers que têm como alvo regiões conservadas do gene TCRB. Posteriormente é 
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efectuada a detecção e análise dos segmentos amplificados através da Differential 
Fluorescence Detection. 
 
PCR 
Foram utilizados quatro multiplex (tubo A, B, C e Specimen Control Size 
Ladder) de master mixes, tendo como alvo a região VDJ do gene TCR.  
Os primers utilizados nos tubos A e B têm como alvo a região variável (V) e a 
região junção (J); os primers do tubo C têm como alvo as regiões diversidade (D) e 
junção (J) (Tabela III. 3 e Figura III. 2). A master mix Specimen Control Size Ladder 
tem como alvo múltiplos genes e originam produtos de diversos tamanhos: 
aproximadamente 100, 200, 300, 400, e 600 pares de bases. Esta master mix é utilizada 
para assegurar que a qualidade e a quantidade de DNA utilizado são adequadas para a 
obtenção de resultados válidos (Tabela III. 3).  
Para cada um dos tubos A, B, C utilizaram-se amostras diferentes de DNA 
isolado dos linfócitos NK, em duplicado (sendo a concentração indicada entre 100-400 
µg/ml). Utilizou-se um controlo monoclonal (IVS-0004), um controlo policlonal (IVS-
0000) e um controlo negativo (água). Para o tubo do Specimen Control Size Ladder 
utilizaram-se amostras diferentes de DNA isolado das células NK, um controlo 
monoclonal (IVS-0004), um controlo policlonal (IVS-0000) e um controlo negativo 
(água).   
Nos tubos A e B foram adicionados 0.45 µl de AmpliTaq Gold DNA polimerase 
(Applied Biosystems) por reacção a cada master mix, ao tubo C e Specimen Control 
Size Ladder foram adicionadas 0.25 µl de AmpliTaq Gold DNA polimerase por reacção 
a cada master mix. As amostras foram amplificadas num termociclador Biorad CFX 
manager e o programa utilizado foi o seguinte: 
Passo 1: 95°C - 7 minutos 
Passo 2: 95°C - 45 segundos 
Passo 3: 60°C - 45 segundos 
Passo 4: 72°C - 90 segundos 
Passo 5: repetição 34 vezes a partir do passo 2 
Passo 6: 72°C - 10 minutos 
Passo 7: 15°C sempre 
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Differential Fluorescence Detection 
Os primers utilizados estavam conjugados com fluorocromos (Tabela III. 3) que 
produzem diferentes espectros de emissão após excitação por um laser, no aparelho de 
electroforese capilar. Diferentes cores de fluorescência correspondem a diferentes 
regiões alvo. Para a detecção de fluorescência diferencial enviaram-se as amostras para 
a empresa Stabvida. Os resultados foram analisados através do software Peak Scanner 
version 1.0 (Applied Biosystems, USA). 
 
Tabela III.3- Região alvo dos primers, cor e tamanho dos produtos esperados cada master 
mix 
Master Mix Região 
Alvo 
Cor Controlo Tamanho produto 
(nucleótidos) 
TuboA V + J1/2 Azul (J2) 
Verde (J1) 
Policlonal 
Monoclonal 
240-285 
295 
Tubo B V + J2 Azul (J2) Policlonal Monoclonal 
240-285 
253 
Tubo C D + J1/2 Azul (J2) 
Verde (J1) 
Policlonal 
Monoclonal 
170-210 (D2), 285 (D1) 
295 
Specimen Control Size 
Ladder 
Múltiplos 
genes 
Azul Policlonal 100, 200, 300, 400, 600 
 
 
Figura III. 2 - Representação simplificada do gene do TCR rearranjado, com os primers utilizados nas 
master mixes dos tubos A, B e C e as fluorescências emitidas (primer Reverse: azul e verde). 
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Avaliação da pureza dos linfócitos NK isolados por técnicas magnéticas 
Após o processo de separação imunomagnética dos linfócitos NK, foi 
determinado o nível de pureza por citometria de fluxo. 
Primeiro avaliou-se a pureza no total de células isoladas (Figura IV. 1A).  
Como controlo negativo foi utilizado um anticorpo irrelevante, que não 
apresenta especificidade para nenhuma proteína humana e permite determinar a 
fluorescência basal emitida, padronizando o limite acima do qual os sinais de 
fluorescência são interpretados como positivos ou verdadeiros e não apenas ligações 
não específicas.  
Para determinação da percentagem de pureza dos linfócitos NK na totalidade dos 
eventos definiram-se os quadrantes, tendo-se verificado valores de pureza (CD56+CD3-
) 94.7%±7.5% (média ±SD, n=5). Em média obteve-se 4.7%±7.7% de linfócitos CD56-
CD3- e apenas 0.5%±0.6% de linfócitos CD3+ (Figura IV.1 A). 
Posteriormente analisaram-se os mesmos parâmetros de pureza dentro da região 
dos linfócitos. Assim, os linfócitos isolados foram avaliados através de um gráfico de de 
pontos (dot plot), relativamente ao seu tamanho FS (Forward Scatter) e à complexidade 
citoplasmática e granulosidade SS (Side Scatter), delimitando uma região denominada 
R1 com as células de interesse, conforme ilustrado na Figura IV.1 B. 
Para determinação da percentagem de pureza dos linfócitos NK na região dos 
linfócitos (R1) definiram-se os quadrantes, tendo-se verificado que em média se obteve 
98.9%±0.7% (média ± SD, n=5) de linfócitos CD56+CD3-, enquanto a percentagem de 
linfócitos CD56-CD3- foi 0.9% ±0.6% e de linfócitos CD3+ foi apenas 0.1%± 0.2% 
(Figura IV.1 B). 
Na Tabela IV.1. estão representadas as percentagens de linfócitos CD3+ 
contaminantes, obtidos nas diferentes experiências. 
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Tabela IV.1 Percentagem de linfócitos CD3+ (marcação extracelular) após isolamento dos 
linfócitos NK. 
Experiências Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp. 4 Exp.5 
% Linfócitos CD3+ 
(na R1) 
0.6 0 0 0.1 0.1 
Nota: Na Exp. 1 foi realizada apenas uma selecção negativa CD3+; nas restantes experiências dupla 
depleção CD3+. 
 
Os anticorpos anti-CD3 utilizados na marcação para citometria reconhecem um 
epitopo diferente do anticorpo anti-CD3 acoplado às esferas magnéticas. 
Para averiguar a capacidade dos clones de anticorpos anti-CD3 humanos 
utilizados (UCHT-1 e BW265/56) em detectar linfócitos CD3+ isolados após marcação 
das células com esferas imunomagnéticas, procedemos à marcação extracelular de 
linfócitos CD3+ recuperados da coluna LD.  
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Sem Região (Totalidade das células) 
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Figura IV. 1 - Determinação do grau 
de pureza dos linfócitos NK isolados 
por técnicas magnéticas. A) Gráfico de 
densidade onde estão representados o 
controlo negativo e a percentagem de 
linfócitos NK isolados (na totalidade de 
eventos, ou seja sem região). B) Gráfico 
de pontos (dot plot) com delimitação da 
região de linfócitos de interesse, R1, e 
gráfico de densidade onde estão 
representados o controlo negativo e a 
percentagem de linfócitos NK isolados 
(na região R1). Os gráficos 
apresentados correspondem a uma 
experiência representativa, de um total 
de 5 experiências. 
F
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Na Figura IV. 2 podemos observar que o clone BW256/56 marca a população de 
linfótitos CD3+ com elevada intensidade e perfeitamente separada do controlo negativo. 
O mesmo foi observado para o clone UCHT-1 (não mostrado), indicando que ambos os 
anticorpos utilizados detectam um epitopo CD3 diferente do epitopo reconhecido pelo 
anticorpo utilizado nas esferas magnéticas (Figura IV.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV. 2 - Análise da capacidade do clone de anticorpos anti-CD3 humano BW265/56 em detectar linfócitos 
CD3+ isolados após marcação das células com esferas imunomagnéticas (marcação extracelular). Gráfico de pontos 
(dot plot) com delimitação da região de linfócitos de interesse, R1, e gráfico de densidade onde estão representados o 
controlo negativo e a percentagem de linfócitos CD3+ isolados (na região R1). 
 
Expressão de TCR e CD3 em linfócitos NK após purificação imunomagnética 
A pureza dos linfócitos NK foi também determinada após marcação dupla 
TCR/CD56 e CD3/CD56 quer a nível extracelular quer a nível intracelular. Como 
controlo positivo da permeabilização (na marcação intracelular) utilizou-se o anticorpo 
anti-Bcl2, e como controlo negativo o anticorpo irrelevante. 
Para a marcação extracelular, após delimitação da região dos linfócitos de 
interesse (R1) verificou-se que a percentagem de linfócitos TCR+ foi de 0.3%, de 
CD3+ foi de 0.1% e de Bcl2 foi de 1% (Figura IV. 3). 
Para a marcação intracelular definiu-se também a região dos linfócitos a 
analisar, região R1 (Figura IV. 4). A percentagem de marcação da proteína intracelular 
Bcl2 (controlo positivo) foi de aproximadamente 86.5%, enquanto que a percentagem 
de TCR intracelular foi 0.1%. A percentagem de CD3 intracelular foi de 
aproximadamente 10.6%, sendo cerca de 2% de CD3high e de 8.6% CD3low (Figura 
IV.4). 
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Figura IV. 3 - Expressão extracelular de TCR e CD3 em linfócitos NK purificados. Os linfócitos NK foram 
isolados por separação imunomagnética e marcados para citometria de fluxo – marcação extracelular (ver Material e 
Métodos). Os gráficos de densidade estão todos analisados na região R1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV. 4 - Expressão intracelular de TCR e CD3 em linfócitos NK purificados. Os linfócitos NK foram isolados 
por separação imunomagnética e marcados para citometria de fluxo – marcação intracelular (ver Material e Métodos). 
Os gráficos de densidade estão todos analisados na região R1.  
 
 
Expressão de mRNA do CD56, TCRβ e GAPDH por PCR 
Após a obtenção de linfócitos NK isolou-se o RNA Total. O rendimento obtido 
foi de 1.5±0.1 µg/106 linfócitos NK (média±DP, n=4).  
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Por PCR determinou-se a expressão do mRNA do gene CD56, dos linfócitos NK 
isolados e dos PBL (controlo positivo), comprovando-se que ambos os tipos celulares 
expressam o gene CD56, através da visualização de uma banda com aproximadamente 
437 pb (Figura IV. 5). A banda obtida a partir do mRNA amplificado dos PBL 
apresentou uma intensidade inferior relativamente à dos linfócitos NK.  
Conforme esperado, constatou-se a expressão TCR nos PBL (controlo positivo) 
verificando-se uma banda com cerca de 139 pb, correspondente ao tamanho do 
segmento do cDNA do TCR amplificado.  
No branco (sem cDNA) e no controlo negativo HepG2 não se verificou qualquer 
amplificação. No controlo negativo U251 observou-se uma banda mas com cerca de 
450 pb, que corresponde à amplificação do DNA (uma vez que o RNA utilizado 
apresentava contaminação com DNA).  
Nos linfócitos NK isolados, contrariamente ao esperado, verificou que 
expressavam mRNA do gene TCR, visualizando-se uma banda de 139 pb, com 
tamanho igual ao segmento do gene TCR (Figura IV. 5 e Figura III-1).  
Conforme expectável constatou-se a expressão de GAPDH, obtendo-se uma 
banda com cerca de 101 pb, para todos os tipos celulares (Figura IV. 5).   
Estes resultados obtidos foram concordantes em todas as experiências 
efectuadas, tendo-se sempre constatado a expressão do mRNA do TCR dos linfócitos 
NK isolados (Tabela IV.2).  
 
                                                    
 
 
Figura IV. 5 – Expressão de mRNA de CD56, TCR e GAPDH, nos diferentes tipos celulares. As linhas celulares 
HepG2 e U251 foram utilizadas como controlos negativos, e os PBL como controlo positivo. 
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Tabela IV.2 - Amplificação do segmento do mRNA do TCRβ e CD56 dos linfócitos NK 
isolados. 
 
Experiências Exp.1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 
Expressão de mRNA CD56 + + + + 
Expressão de mRNA TCRβ + + + + 
 
Sequenciação da região TCRβ amplificada nos linfócitos NK 
Através da sequenciação da região do TCRβ amplificada a partir do cDNA dos 
linfócitos NK, pretendia-se confirmar se a banda com 139 bp obtida, correspondia de 
facto ao segmento da região constante (C1) do gene TCRβ.  
Os resultados da sequenciação efectuada em ambas as cadeias encontram-se 
representados na Figura IV. 6.  
Os nucleótidos não identificados “N” foram determinados a partir da cadeia 
complementar. Após a obtenção da sequência completa, comparou-se com a sequência 
da região constante retirada da base de dados do NCBI e através do programa BLAST 
efectuou-se o alinhamento das sequências.  
Os resultados da sequenciação comprovaram a totalidade de concordância nas 
sequências, i.e. 139/139 pb (ou seja 100%), confirmando-se que o segmento 
amplificado com 139 pb a partir dos linfócitos NK isolados, corresponde ao segmento 
do cDNA do gene TCRβ (Figura IV. 7). 
 
Cadeia Forward 
 
 
Cadeia Reverse 
Figura IV. 6 - Sequenciação do produto TCR amplificado a partir de cDNA de linfócitos NK isolados. Resultados 
obtidos através do software Chromas relativos à sequenciação das cadeias Forward e Reverse do segmento 
amplificado (com 139 pb) dos linfócitos NK (ver Material e Métodos). 
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>lcl|16485  
Length=139 
Score = 257 bits (139), Expect = 4e-74 
Identities = 139/139 (100%), Gaps = 0/139 (0%) 
Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    CTTTACCTCGGTGTCCTACCAGCAAGGGGTCCTGTCTGCCACCATCCTCTATGAGATCCT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    CTTTACCTCGGTGTCCTACCAGCAAGGGGTCCTGTCTGCCACCATCCTCTATGAGATCCT  60 
 
Query  61   GCTAGGGAAGGCCACCCTGTATGCTGTGCTGGTCAGCGCCCTTGTGTTGATGGCCATGGT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   GCTAGGGAAGGCCACCCTGTATGCTGTGCTGGTCAGCGCCCTTGTGTTGATGGCCATGGT  120 
 
Query  121  CAAGAGAAAGGATTTCTGA  139 
            ||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  CAAGAGAAAGGATTTCTGA  139 
 
Figura IV. 7 - Alinhamento entre o segmento de 139 pb amplificado dos linfócitos NK isolados e do segmento da 
região constante do gene TCR, obtida através do banco de dados do NCBI.  
 
Rearranjos do gene TCRβ  
A determinação dos rearranjos do TCR foi realizada com o intuíto de se 
verificar a as células pertenciam a uma população monoclonal, oligoclonal ou 
policlonal.  
Nas experiências realizadas obtiveram-se diferentes concentrações de DNA, 
conforme referido na Tabela IV. 3. A quantidade de linfócitos NK isolados em duas 
experiências (Exp. 3 e 5) não foi suficiente para efectuar-se o isolamento de DNA. 
 
Tabela IV. 3 Concentração de DNA extraído dos linfócitos NK, nas diferentes experiências 
realizadas.  
Experiências Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 
Concentração de DNA 98 ng/µl 114 ng/µl - 400 ng/µl 
 
- 
 
Os resultados obtidos para o tubo Specimen Control Size Ladder permitiram 
assegurar que a quantidade e qualidade do DNA era suficiente para obtenção de 
resultados válidos, tendo-se verificando picos com aproximadamente 100, 200, 300 e 
400 pb (não mostrado). Contudo, apenas a partir de uma das experiências realizadas 
(Exp. 4) foi possível verificar-se que, a população de linfócitos NK isolados parecia 
corresponder a uma população oligoclonal (Figura IV. 8C), observando-se diversos 
picos com 170-210 pb e 285-385 pb mas que, não apresentavam uma distribuição 
gaussiana, conforme observado no controlo positivo policlonal (Figura IV. 7 B).  
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Os resultados obtidos em duas das experiências (Exp. 1 e 2) realizadas não 
foram conclusivos, relativamente ao tipo de população (monoclonal, oligoclonal ou 
policlonal) a que pertenciam os linfócitos NK isolados (Tabela IV. 4). O que poderá ter 
sido devido a um problema de sensibilidade, uma vez que a quantidade de DNA isolado 
nestas duas experiências foi bastante inferior à concentração obtida na Exp. 4 (Tabela 
IV. 3), correspondendo praticamente à concentração mínima recomendada para 
realização do experiência (100 ng/µl).  
                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV. 8 Rearranjos do gene TCR, ilustrando a distribuição dos diferentes comprimentos CDR3. 
Padrão de picos obtido após amplificação de DNA utilizando a master mix C (ver Materiais e Métodos). 
No gráfico A) está representado o controlo positivo monoclonal (verificando-se apenas um pico nos 295 
pb), no gráfico B) o controlo positivo policlonal (curva gaussiana 170-210 pb e 285-385 pb) e no gráfico 
C) está representado o resultado dos rearranjos obtidos dos linfócitos NK isolados (Exp. 4). As setas 
indicam determinadas populações que estão mais representadas. 
 
Tabela IV. 4 Rearranjos do gene TCRβ nos linfócitos NK 
Experiências Exp.1 Exp.2 Exp.4 
Rearranjos do TCRβ Não detectados 
Não 
detectados 
+, 
oligoclonal? 
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Os linfócitos NK são tradicionalmente caracterizados por expressarem CD56 
e/ou CD16 e não expressarem o complexo TCR-CD3 ou apresentarem rearranjos do 
gene TCR. O mecanismo de citotoxicidade destes linfócitos é semelhante aos linfócitos 
T CD8+ citotóxicos (CTL) (i.e. através da utilização de perforina e granzima) e, assim 
como os CTL e linfócitos T CD4+ Th1, secretam interferão  (151). Para além destas 
características funcionais partilham com os linfócitos T, em particular com os linfócitos 
T TCR e linfócitos T CD8+ activados, diversos antigénios de superfície. As 
semelhanças fenotípicas entre as duas populações originaram a hipótese de que o 
desenvolvimento destes linfócitos poderia estar relacionado e que poderiam partilhar um 
precursor comum (5, 217). 
No entanto, os rearranjos do gene TCR têm sido descritos como o passo de 
comprometimento irreversível com a linhagem T e nunca foram detectados rearranjos 
deste gene em linfócitos NK. Pelo contrário, foram descritos rearranjos do TCR (160), 
assim como transcrição da linhagem germinal do TCR  e  em linfócitos NK de Ratos 
e Humanos (208-210).  
No seguimento destes estudos o objectivo deste trabalho foi estudar os rearranjos 
do TCR e a expressão em linfócitos NK de dadores saudáveis.  
Após o isolamento dos linfócitos NK e marcação extracelular obteve-se uma 
elevada percentagem de pureza de linfócitos NK, e uma percentagem de linfócitos T 
CD3+ contaminantes muito baixa ou nula. Esta baixa percentagem não se deve a um 
hipotético “encobrimento” do epítopo da molécula CD3 uma vez que, através da 
marcação extracelular com anticorpos anti-CD3 verificou-se que os clones BW256/56 e 
UCHT-1 (não mostrado) marcam a população de linfócitos CD3+ com elevada 
intensidade e separada do controlo negativo, indicando que ambos detectam um epitopo 
CD3 diferente do epitopo reconhecido pelo anticorpo utilizado nas esferas magnéticas. 
A determinação da pureza dos linfócitos NK isolados, por marcação extracelular 
TCR/CD56 também revelou uma baixa percentagem de células TCR+ (0.3%). Após 
marcação intracelular a percentagem de células TCR+ obtida foi também muito baixa 
(0.1%). No entanto para os linfócitos CD3+ obteve-se aproximadamente 10.6%, sendo 
cerca de 2% CD3high e 8.6% CD3low. Esta diferença entre a percentagem de proteína 
CD3 extracelular e intracelular poderá dever-se à presença de subunidades CD3 
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intracelulares em linfócitos NK, conforme descrito em diversos estudos, tendo sido 
inicialmente demonstrado que CD3 e FcRI estavam presentes nos linfócitos NK 
humanos (211, 212, 157) e mais tarde foi descrita a expressão das subunidades ,  e  
do CD3. No entanto, ao contrário dos linfócitos T, a expressão de CD3 é restrita ao 
citoplasma e regulada durante o desenvolvimento. Em Humanos, as subunidades 
CD3 foram detectadas em clones de linfócitos NK derivados do fígado fetal e timo, e 
linfócitos NK do sangue periférico aparentemente apenas expressam CD3 à superfície, 
após activação (152, 213). Em Ratinhos a expressão de CD3 também parece estar 
limitada a linfócitos NK activados in vitro (214). Adicionalmente foi também 
demonstrado que os linfócitos NK aviários expressam CD3 intracitoplasmático. Assim, 
de acordo com estes resultados concluiram que os linfócitos T e NK humanos derivam 
de um precursor bipotente comum que expressa CD3 intracitoplasmático durante o 
desenvolvimento (213). 
Recentemente Smedt et al também reportaram a detecção de cerca de 3-5% de 
linfócitos NK com CD3 citoplasmático, isolados do sangue periférico e demonstraram 
que linfócitos NK com CD3+ citoplasmático poderão ser originados de células 
progenitoras que recebem sinalização Notch/DL (Delta-like) nos estádios iniciais do seu 
desenvolvimento (215). Adicionalmente estudos sugerem que os linfócitos NK que 
expressam CD3 + citoplasmático são característicos de diversos linfomas (216). 
Assim, a presença de linfócitos NK que expressam CD3 citoplasmático, 
nomeadamente isolados do sangue periférico de Humanos, está descrita em diversos 
estudos e poderá explicar as diferenças entre as percentagens de CD3 obtidas após 
marcação intracelular e extracelular que obtivemos (215).  
Depois de isolados os linfócitos NK, comprovou-se, conforme esperado, a 
expressão de mRNA do CD56 por PCR. No entanto, contrariamente ao expectável, 
também foi detectada a expressão de mRNA do TCR nos linfócitos NK, confirmando-
se após sequenciação que correspondia ao segmento do gene TCR, verificando 100% 
de similaridades. Em todas as experiências realizadas a expressão de mRNA do TCR 
foi detectada, nos linfócitos NK isolados. Estes resultados sugerem que nestes linfócitos 
NK, o gene TCR encontra-se rearranjado, pois só assim seria possível a sua transcrição 
para RNA.   
O rearranjo do TCR em linfócitos NK até ao momento ainda não foi 
confirmado por nenhum estudo. No entanto Veinotte et al demonstraram que 
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aproximadamente 5% dos linfócitos NK do baço de Ratinhos neonatais e 1% em 
adultos, apresentam o gene TCR rearranjado, sendo detectados níveis semelhantes em 
Ratinhos TCR duplos knockout (excluindo a possibilidade de contaminações), este 
grupo concluiu que o mais provável é que estes linfócitos NK TCR+ sejam originados 
de precursores de linfócitos T DN2 uma vez que é neste estádio que se inicia o rearranjo 
do gene TCR (160, 217). Os rearranjos dos genes TCR e  ocorrem pelo menos um 
estádio antes do gene TCR e de acordo com o estudo de Veinotte et al não foram 
detectados rearranjos do gene TCR em linfócitos NK, sendo geralmente aceite que 
uma vez rearranjados ambos os genes TCR e  ou o gene TCR dos timócitos, estes 
tornem-se comprometidos para a linhagem T e perdem o potencial NK. Estes resultados 
também contestam a suposição comum, que os rearranjos do gene TCR marcam o 
comprometimento irreversível dos linfócitos com a linhagem T, uma vez que poderão 
ser originados linfócitos NK após a recombinação VJ (160). 
 No seguimento da observação de que o gene do TCR se encontra rearranjado 
nos linfócitos NK isolados, pretendeu-se através da determinação dos rearranjos, 
identificar se pertenciam a populações policlonais, oligoclonais ou monoclonais, uma 
vez que cada rearranjo VDJ é único e os rearranjos do gene do TCR originam produtos 
com sequência e tamanhos únicos. Quando o DNA de uma população policlonal é 
amplificado utilizando primers que amplificam na região V-J, é originada uma curva de 
distribuição Gaussiana de produtos de amplificação com tamanhos esperados, esta curva 
reflecte uma população heterogénea de rearranjos V-J. Para uma população monoclonal 
o resultado é a amplificação de um ou dois produtos. A utilização de diversos primers, 
tendo como alvo diferentes regiões da região VDJ, possibilita a identificação da maioria 
dos rearranjos clonais, uma vez que os genes dos TCR são polimórficos, utilizando uma 
única sequência de primers seria difícil amplificar todos os segmentos conservados da 
região VDJ. Através da verificação dos rearranjos foi possível constatar que, em pelo 
menos uma das experiências, os linfócitos NK pertenciam a uma população oligoclonal, 
visualizando-se alguns picos com 170-210 pb e 285-385 pb mas estes não 
representavam uma curva gaussiana. Provavelmente devido a um problema de 
sensibilidade não foi possível determinar o tipo de população a que pertenciam os 
linfócitos NK isolados em duas das experiências, nas quais a quantidade de DNA 
isolado foi correspondente à quantidade mínima recomendada para a realização da 
experiência.  
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 O reportório de receptores expressos pelos linfócitos T e NK dificulta a distinção 
entre os dois tipos celulares. No entanto, actualmente os rearranjos do gene TCR são 
considerados a marca hereditária, irreversível e o marcador clonal em todos os 
descendentes dos linfócitos T, mesmo daqueles que adquirem receptores NK após 
activação, sendo para muitos investigadores a única distinção entre as populações 
celulares (166). 
Estudos recentes referem que os linfócitos T do sangue do cordão umbilical e 
dos hepatócitos após estimulados com IL-15 poderão expressar os receptores NCRs, 
como NKp46 que se pensava inicialmente serem restritos dos linfócitos NK (6, 199).  
Apesar de serem necessários mais estudos, a detecção da expressão de mRNA 
do TCR em linfócitos NK poderá desafiar a convicção de que os rearranjos do gene 
TCR representam a verdadeira distinção entre os linfócitos T e NK. 
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